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Kapljična digitalna verižna reakcija s polimerazo (ddPCR) je novejša oblika digitalne 
verižne reakcije s polimerazo (dPCR). Metoda temelji na tvorbi približno 20.000 kapljic, ki 
nastanejo v emulziji voda v olju (V/O), verižni pomnožitvi s polimerazo in končni absolutni 
kvantifikaciji kapljic s prisotnim pomnoženim produktom. Metoda je uporabna na številnih 
področjih, v okviru magistrske naloge pa smo želeli preveriti, če jo lahko uporabljamo tudi 
za razvoj rekombinantnih bioloških učinkovin v biofarmacevtski industriji. Pri izbiri 
ustreznih klonov igra ključno vlogo karakterizacija števila kopij, integritete in stabilnosti 
transgena. V podjetju Lek d.d. v ta namen uporabljajo verižno reakcijo s polimerazo v 
realnem času (qPCR) in metodo prenosa po Southernu, ki pa ju želijo nadomestiti z novejšo 
metodo – ddPCR. 
Metodo ddPCR smo najprej optimizirali in nato preverili njeno uporabnost za genetsko 
karakterizacijo klonov ovarijskih celic kitajskega hrčka (CHO), uporabljenih v proizvodnji 
rekombinantnih proteinov, zlasti monoklonskih protiteles. Preverili smo analitske parametre 
ddPCR pri določanju števila kopij in integritete vstavljenih transgenov, izražanja lahke in 
težke verige protiteles v celičnih linijah in možnost uporabe ddPCR za kvantifikacijo 
rezidualne DNA v različnih stopnjah čiščenja zdravilne učinkovine. Določili smo široko 
dinamično območje, ki ga pokriva ddPCR tako za določanje koncentracije DNA (4 – 8000 
kopij/μL), kot tudi mRNA (8 – 20.000 kopij/μL). Gre za visoko občutljivo metodo, saj je 
limita detekcije 1,5 – 3 kopije tarčnega gena/μL pri vzorcih DNA, ter 1,2 kopij/μL pri RNA 
vzorcih. Variabilnost metode pri kvantifikaciji DNA se giblje med 10 in 15 % in je nekoliko 
višja pri uporabi barvila EvaGreen v primerjavi s hidrolizirajočimi sondami. DdPCR smo 
primerjali z uveljavljenimi metodami in ugotovili, da je metoda primerna za določanje 
števila kopij in izražanja transgenov ter rezidualne DNA. Pri preverjanju integritete 
vstavljenih transgenov je ddPCR izkazala 80 % občutljivost, 88 % specifičnost in 82 % 
točnost glede na metodo prenosa po Southernu. Pri določanju stabilnosti vstavljenih 
transgenov je ddPCR izkazala 40 % občutljivost, 100% specifičnost ter 70 % točnost glede 
na prenos po Southernu. V razvoju bioloških zdravil je metoda ddPCR primerna za 
preverjanje integritete transgenov in določanje števila kopij pri presejanju klonov, saj je 
hitrejša in v primeru določanja števila kopij tudi točnejša. Za uporabo pri določanju 
stabilnosti pa bi ddPCR potrebovala še nadaljnjo optimizacijo. 
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Droplet digital polymerase chain reaction (ddPCR) is a new form of digital polymerase chain 
reaction (dPCR). The method is based on the formation of about 20,000 droplets formed in 
a water-oil emulsion, a polymerase chain reaction and final absolute quantification of 
droplets with a multiplied product. Although the method is applicable in many fields, the 
scope of the master's thesis was to check if it can also be used in the development of 
biological substances in the biopharmaceutical industry. For the selection of suitable clones, 
characterization of copy number, integrity and stability of the transgene plays an important 
role. For this purpose, the pharmaceutical company Lek d.d. uses the Southern blot and real-
time polymerase chain reaction (qPCR), which is sought to be replaced with the newer 
ddPCR method.  
The ddPCR method was first optimised and then tested for its suitability for the genetic 
characterization of Chinese Hamster Ovary (CHO) clones, used for the production of 
recombinant proteins - mostly monoclonal antibodies. We tested the analytical parameters 
of ddPCR for determination of copy number and integrity of inserted transgenes, expression 
of the light and heavy chain of the antibody in cell lines and the possibility of using ddPCR 
to quantify residual DNA at different stages of drug purification. DdPCR covers a wide 
dynamic range of concentration determination for both DNA (4 – 8000 copies/μL) and 
mRNA samples (8 – 20,000 copies/μL). This is a highly sensitive method, since the detection 
limit is 1.5 – 3 copies of the target gene/μL in the case of DNA samples and 1.2 copies/μL 
in the case of RNA samples. The variability of the method for DNA quantification is between 
10 and 15% and is slightly higher for the EvaGreen dye compared to TaqMan probes. We 
compared ddPCR with established methods and demonstrated that ddPCR is a suitable 
method for determination of transgene copy number, transgene expression and residual DNA 
concentration. For determination of integrity of inserted transgenes, ddPCR displays a 80% 
sensitivity, 88% specificity and 82% accuracy compared to the Southern blot method. For 
the determination of stability of inserted transgenes ddPCR showed a 40% sensitivity, 100% 
specificity, and 70% accuracy, compared to Southern blot. Thus ddPCR represents a suitable 
method for determination of transgene integrity and copy number during the clone screening 
process, as it is faster and in the case of copy number determination also more accurate. To 
be used for transgene stability determination, ddPCR needs further optimisation. 
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?̅?𝑥 aritmetična sredina 
actb beta aktin 
CAP kromatografija s proteinom A  
cDNA komplementarna deoksiribonukleinska kislina (angl. complementary 
deoxyribonucleic acid)  
CEX kationska izmenjevalna kromatografija (angl. cation exchange 
cromatography) 
cfDNA cirkulirajoča prosta DNA (angl. circulating free DNA) 
CH1 kanal 1 
CH2 kanal 2 
CHO ovarijske celice kitajskega hrčka (angl. chinese hamster ovary cells) 
CNV različica v številu kopij (angl. copy number variant) 
Cq kvantifikacijski cikel (angl. cycle of quantification) 
CV koeficient variacije (angl. coefficient of variation) 
dd kapljični digitalni (angl. droplet digital) 
ddPCR kapljična digitalna verižna reakcija s polimerazo (angl. droplet digital 
polimerase chain reaction) 
DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
dNTP deoksinukleozid trifosfat 
dPCR digitalna verižna reakcija s polimerazo (angl. digital polimerase chain 
reaction) 
DS zdravilna učinkovina (angl. drug substance) 
dsDNA dvojno vijačna deoksiribonukleinska kislina (angl. double stranded 
deoxyribonucleic acid) 
EMA Evropska agencija za zdravila (angl. European medicines agency)  
FDA Zvezna agencija za hrano in zdravila (angl. Food and Drug 
administration) 
FISH fluorescentna in situ hibridizacija 
gDNA genomska deoksiribonukleinska kislina 
gluc glukagon 
hc težka veriga (angl. heavy chain) 
HIV virus humane imunske pomanjkljivosti (angl. human immunodeficiency 
virus)  
HRM analiza talilne krivulje visoke ločljivosti (angl. high resolution melt) 
INAKT.F odstranitev virusov s filtracijo 
lc lahka veriga (angl. light chain) 
LOD meja zaznavnosti (angl. limit of detection) 
LOQ meja določljivosti (angl. limit of quantification) 
mAb monoklonsko protitelo (angl. monoclonal antibody) 
MMC multimodalna kromatografija (angl. multimodal cromatography) 
mRNA informacijska ribonukleinska kislina (angl. messenger ribonucleic acid) 
NFW voda prosta nukleaz (angl. nuclease free water) 
NGS sekvenciranje naslednjih generacij (angl. next generation sequencing) 
NTC negativna kontrola brez matrice (angl. non template control) 
PBS fosfatni pufer (angl. phosphate-buffered saline) 
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PCR verižna reakcija s polimerazo (angl. polimerase chain reaction) 
PS.F filtracija žetve 
qPCR kvantitativna verižna reakcija s polimerazo (angl. quantitative 
polimerase chain reaction) 
rcf relativna centrifugalna sila, izražena s težnim pospeškom (g) (angl. 
relative centrifugal force) 
RNA ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid) 
RT-ddPCR kapljična digitalna verižna reakcija s polimerazo z vključeno reverzno 
transkripcijo 
RT-qPCR kvantitativna verižna reakcija s polimerazo z vključeno reverzno 
transkripcijo 
SNP polimorfizem posameznega nukleotida (angl. single nucleotide 
polymorphism) 
SSB protein, ki se veže na enojno verigo (angl. single-stranded binding) 
ssDNA enovijačna deoksiribonukleinska kislina (angl. single stranded 
deoxyribonucleic acid) 
UF/DF ultrafiltracija / diafiltracija 
WHO Svetovna zdravstvena organizacija (angl. World health organisation)  
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1.1 Biološka zdravila 
Uporaba in razvoj bioloških zdravil sta v velikem porastu. Znano je, da je na trgu že kar 20 
% vseh zdravil biološkega izvora, pričakuje pa se, da se bo v prihodnje odstotek le še zvišal 
(1). Evropska agencija za zdravila (EMA; angl. European medicines agency) definira 
biološka zdravila kot zdravila, pri katerih je aktivna substanca nastala iz živih organizmov, 
kot so npr. žive celice. Aktivne učinkovine so velike molekule, ki delujejo podobno kot 
nekatere endogene substance v človeškem telesu, kot so citokini, protitelesa, encimi in ostali. 
Proizvedene so s pomočjo različnih tehnologij, kot so genetski inženiring ali tehnologija 
hibridoma. S pomočjo proizvodnje protiteles in tehnologije rekombinantne 
deoksiribonukleinske kisline (DNA; angl. deoxyribonucleic acid) se je v zadnjih tridesetih 
letih začel silovit razvoj bioloških učinkovin. Prvo dovoljenje za uporabo bioloških zdravil 
je leta 1982 izdala Zvezna agencija za hrano in zdravila (FDA; angl. Food and Drug 
administration) za inzulin, pridobljen s tehnologijo rekombinantne DNA. (2–4) 
Od leta 2006 imamo v Evropi registriranih tudi nekaj biološko podobnih zdravil. To so 
biološka zdravila, ki so zelo podobna drugemu, že odobrenemu zdravilu (referenčno 
zdravilo). Podobna so si v strukturi, biološki aktivnosti in učinkovitosti, varnosti ter profilu 
imunogenosti (2, 3, 5). 
Razvoj biološko podobnih zdravil poteka po nekem v naprej določenem urejenem zaporedju. 
Začne se z zgodnjim razvojem, ki mu sledi tehnični razvoj, katerega sestavni del sta tudi 
razvoj celičnih linij in razvoj obdelave zdravilne učinkovine. Nato pa se nadaljuje s 
povečanjem proizvodnje bioloških učinkovin, formulacije končnega produkta, kliničnimi 
študijami in na koncu še registracijo zdravila (6). 
1.2 Razvoj celičnih linij za biološko podobna zdravila 
V farmacevtski industriji se za proizvodnjo rekombinantnih proteinov v veliki meri 
uporabljajo ovarijske celice kitajskega hrčka (CHO; angl. chinese hamster ovary cells), 
predvsem, ker so dobro okarakterizirane in uporabljene pri številnih že odobrenih bioloških 
zdravilih (7, 8). Glavni cilj razvoja biološko podobnih zdravil je dobiti celično linijo, ki 
proizvaja rekombinantni protein čim bolj podoben referenčnemu. Takšna celična linija mora 
dobro in hitro rasti v pripravljenem gojišču brez seruma ter izločati veliko željenega proteina 
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ter malo stranskih produktov (9). Celična linija ima velik vpliv na kakovost biološko 
podobnega zdravila, vendar se lahko z različnimi postopki in spremembami parametrov 
kakovost proteina spremeni tudi kasneje. Obstajajo trije osnovni cilji, ki jih je dobro doseči 
z razvojem celičnih linij:  
• končna celična linija mora proizvajati takšne izooblike glikozilacij, kot so prisotne 
pri referenčnem zdravilu, 
• potencialno imunogene ali kakorkoli drugače problematične strukture, ki jih 
proizvaja celična linija morajo biti prisotne na isti ali nižji ravni kot pri referenčni 
celični liniji in 
• kvantitativno morajo biti izooblike in oblike glikozilacij prisotne v isti meri kot pri 
referenčni celični liniji (10).  
Razvoj celične linije se začne z vstavitvijo transgena v izbrano gostiteljsko celico, izborom 
naborov celičnih linij (angl. pool selection), kloniranjem celičnih naborov do posameznih 
celic, na koncu sledi še izbor klonov, ki so nato genetsko okarakterizirani. Končni klon je 
izbran na podlagi produktivnosti, stabilnosti, kakovosti produkta in razvojnega potenciala. 
Sledi priprava celičnih bank iz izbranega klona ter razvoj bioprocesa, med katerim se izvede 
tudi dodatna optimizacija glikozilacijskega profila. (8, 9)  
Kot že omenjeno so za izbiro klona poleg produktivnosti in kakovosti pomembne njegove 
genetske značilnosti ter stabilnost. Načini genetske karakterizacije so odvisni od metod, ki 
so na voljo v posameznem podjetju. V Lek d.d. le-ta poteka po sledečem načinu. S 
sekvenciranjem naslednjih generacij (NGS; angl. next generation sequencing) želijo na 
začetku najti čim več klonov, ki imajo različna integracijska mesta, saj to pomeni, da izhajajo 
iz različnih prednikov. Pri tem uporabljajo tudi fluorescentno in situ hibridizacijo (FISH) za 
dodatne informacije oziroma potrditev podatkov pridobljenih z NGS. Za ugotavljanje 
stabilnosti izberejo 30 klonov, ki jih nato analizirajo z različnimi genetskimi metodami v 
različnih stopnjah stabilnostne študije. Idealen končni klon tekom stabilnostne študije ne sme 
imeti padca v številu kopij iskanega transgena, kar določijo s kvantitativnim PCR (qPCR; 
angl. quantitative polimerase chain reaction). S prenosom po Southernu preverjajo ali je 
integriteta vstavljenega transgena ohranjena skozi vse faze stabilnostne študije. Na koncu 
študije se lahko ponovno preveri integracijska mesta z NGS, ki morajo biti stabilna. 
Preverjanje poteka tudi na nivoju ribonukleinske kisline (RNA; angl. ribonucleic acid). Z 
metodo prenosa northern preverjajo velikost informacijske RNA (mRNA; angl. messenger 
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ribonucleic acid) in/ali število mRNA, s sekvenciranjem Sanger pa nukleotidno zaporedje 
komplementarne DNA (cDNA; angl. complementary DNA), ki mora biti identično kot na 
začetku stabilnostne študije.  
1.3 Metode genetske karakterizacije pri razvoju celičnih linij 
1.3.1  Prenos po Southernu 
Leta 1975 je Southern E.M. z metodo prenosa DNA močno prispeval k molekulski biologiji 
in tehnologiji rekombinantne DNA, saj metoda prenosa po Southernu omogoča lažje 
razumevanje genske strukture, izražanja genov in organizacije genoma (11). Metoda prenosa 
po Southernu se uporablja tako v kliniki, kot tudi na številnih raziskovalnih področjih. Pri 
razvoju celičnih linij se metoda uporablja za preverjanje integritete vstavljenih transgenov 
(12–14). 
Postopek prenosa po Southernu 
Fragmente DNA, ki so pridobljeni z restrikcijo ali verižno reakcijo s polimerazo (PCR; angl. 
polimerase chain reaction), se najprej loči z elektroforezo na agaroznem gelu. Sledi prenos 
ločenih fragmentov na membrano, za kar obstaja več načinov. Najpogostejša metoda za 
prenos temelji na kapilarnem vleku, kjer se uporabljajo najlonske ali nitrocelulozne 
membrane, ki so položene na gel skupaj z absorpcijskim papirjem (slika 1). Ko se pufer v 
gelu ali v kadički pod gelom absorbira na papir zaradi kapilarnega vleka, se na membrano 
hkrati prenesejo tudi fragmenti DNA, pri čemer se ohranja razporeditev posameznih lis 
oziroma fragmentov. Prenos je možen tudi s pomočjo vakuuma ali elektroelucije. Po prenosu 
sledi označevanje s sondami, ki so komplementarne iskanemu zaporedju DNA. Sonde so 
lahko za detekcijo označene na več načinov. Poleg radioaktivnega označevanja, ki se 
uporablja zelo redko, se jih lahko označi za kemiluminiscenčno detekcijo ali detekcijo z 
encimi. Pred hibridizacijo je potrebno membrano blokirati, s čimer se prepreči nespecifično 
vezavo sond. Po hibridizaciji sledi še spiranje nevezanih sond ter detekcija. (13-14) 
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Slika 1: Shematski prikaz prenosa po Southernu (prirejeno po 15) 
1.3.2 Kvantitativni PCR  
Metoda PCR se je uveljavila v osemdesetih letih 19. stoletja, ko je termostabilna DNA-
polimeraza Taq postala dostopna za širši krog ljudi (16). Pri qPCR ali PCR v realnem času, 
gre za uporabo fluorescenčnega detekcijskega sistema v cikličnem termostatu, kjer se 
pomnožuje specifično zaporedje DNA in hkrati meri njihova vsebnost. Običajno je PCR 
sestavljen iz serije temperaturnih ciklov, ki se ponovijo do 40-krat. Vsak cikel vsebuje 
stopnje: denaturacija DNA, hibridizacija oligonukleotidnih začetnikov ter podaljševanje. V 
vsakem ciklu teoretično pride do podvojitve števila tarčnih molekul DNA. V n-ciklih tako 
nastane 2n kopij. Naprava meri kopičenje produkta PCR po vsakem ciklu in rezultat prikaže 
kot sigmoidno amplifikacijsko krivuljo. Ko količina produkta PCR doseže linijo 
fluorescenčnega praga, dobimo kvantifikacijski cikel (Cq; cycle of quantification). Linijo 
fluorescenčnega praga se določi na eksponentnem delu amplifikacijske krivulje in 
predstavlja amplitudo fluorescence, ki je značilno večja od fluorescence ozadja. S pomočjo 
vrednosti Cq in standardne krivulje se lahko absolutno določi koncentracijo DNA oziroma 
tarče v vzorcu. Standardna krivulja je pridobljena z analizo eksternega standarda, ki ima 
znano število kopij matrice. Število kopij DNA v vzorcu se določi s pomočjo standardne 
krivulje in vrednosti Cq vzorca.  
Za zaznavanje kopičenja produkta PCR je na voljo več detekcijskih načinov, npr. 
hidrolizirajoče sonde (shema delovanja je prikazana na sliki 2), molekulska svetila, dvojne 
hibridizacijske sonde in barvila, ki se vežejo na dvojno vijačnico DNA. Slednja so uvrščena 
med nespecifične načine detekcije, ki med drugim omogočajo pridobitev podatka o strukturi 
nastalega produkta PCR. Talilna temperatura produktov je namreč odvisna od prisotnosti 
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gvanina in citozina, dolžine amplikonov ter sekvence. Najpogosteje se za detekcijo 
uporabljata SYBR Green ter hidrolizirajoče sonde, s katerimi se lahko določa specifična 
zaporedja DNA. (17–22) 
 
Slika 2: Prikaz delovanja hidrolizirajočih sond (prirejeno po 23). V prvem koraku pride do prileganja 
oligonukleotidnih začetnikov in sond. V fazi podaljševanja oligonukleotidnih začetnikov, ob prisotnosti DNA 
polimeraze, pride do razpada sonde. Ko se reporterski fluorofor loči od dušilca, začne oddajati svetlobo, ki jo 
lahko zaznamo (19). 
Kvantitativni PCR velja za eno najbolj zanesljivih metod za identifikacijo in kvantifikacijo 
nukleinskih kislin, a ni popolnoma brez težav. Koncentracija DNA naj bi v začetnih ciklih 
pomnoževanja eksponentno naraščala, vendar v praksi ni vedno tako. Močan vpliv na 
učinkovitost pomnoževanja imajo inhibitorji, ki lahko povzročijo lažno negativne rezultate 
ali lažno znižane vrednosti. To se opazi predvsem pri nizkih začetnih koncentracijah DNA 
ali ko je v ozadju prisotne veliko netarčne DNA. Standardna krivulja vpliva na točnost 
kvantifikacije s qPCR, med drugim tudi zaradi velikokrat različne učinkovitosti 
pomnoževanja med vzorci in standardi. (16, 24) 
Pri razvoju celičnih linij se qPCR uporablja za določanje števila kopij vstavljenega transgena 
in kvantifikacijo rezidualne DNA.  
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1.3.3 Kapljična digitalna verižna reakcija s polimerazo 
Kapljična digitalna verižna reakcija s polimerazo (ddPCR; angl. droplet digital polimerase 
chain reaction) je nova metoda, ki temelji na principu digitalne PCR (dPCR; angl. digital 
polimerase chain reaction). Metoda dPCR je bila prvič predstavljena leta 1999 kot metoda 
za diagnostiko raka (25). Pri vseh oblikah dPCR gre za pomnožitev nukleinskih kislin do 
končne točke, kjer lahko signal (npr. fluorescenco) nedvoumno zaznamo. Pri tem je vzorec 
naključno razporejen v ločene predele (angl. compartment), tako da nekateri predeli 
vsebujejo eno ali več tarčnih molekul, nekateri predeli pa nobene. Po končanem PCR 
naprava detektira, kateri predeli vsebujejo pomnoženo tarčno molekulo in kateri ne. S 
pomočjo teh rezultatov in uporabo Poissonove porazdelitve se izračuna oziroma oceni 
začetno koncentracijo tarčnih molekul v vzorcu. Potrebno je poudariti, da uporaba 
Poissonove porazdeliteve pri tej metodi temelji na naslednjih predpostavkah: 
• tarčne molekule so naključno razporejene čez celotno število predelov, 
• prisotnost tarčne molekule vodi do pozitivnega signala predela, 
• odsotnost tarčne molekule vodi do negativnega rezultata, 
• vsi predeli imajo isti volumen in 
• za absolutno kvantifikacijo mora biti volumen teh predelov točno znan. 
Na zanesljivost določanja koncentracije z dPCR vplivata dva glavna dejavnika: število 
analiziranih reakcij in število tarčnih molekul v vzorcu. Trenutno je dPCR razvit do te mere, 
da lahko naenkrat analiziramo nekaj tisoč predelov, kamor se vzorec porazdeli. Z uporabo 
ponovitev se lahko poveča število analiziranih reakcij, vendar pa zaradi nekaterih praktičnih 
omejitev, kot je npr. cena analize, to ni vedno mogoče. (16, 26) 
DdPCR je novejša oblika dPCR, ki jo je leta 2011 razvilo podjetje Bio-Rad (27), in omogoča 
razporeditev vzorca v približno 20.000 nanoliterskih kapljic (slika 3), ki nastanejo v emulziji 
voda v olju (V/O). Kapljice nastanejo zaradi vsebnosti površinsko aktivnih snovi v olju, ko 
vakuum hkrati povleče olje in reakcijsko mešanico skozi ozko cev, ki služi za fokusiranje 
pretoka. Pri tem nastajajo posamezne kapljice s hitrostjo približno 1000 kapljic na sekundo, 
ki eno 20 μL reakcijo razdelijo v približno 20.000 nanoliterskih reakcij. Reakcija je 
zasnovana tako, da vse kapljice vsebujejo standardne komponente, ki so potrebne, da PCR 
poteče, medtem ko se tarčne molekule DNA ali RNA naključno razporedijo, tako da vsaka 
kapljica vsebuje 0, 1, 2 ali več kopij vsake tarče. Aktivne snovi stabilizirajo kapljice v 
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zbiralni jamici, kjer se ločijo od preostalega olja zaradi razlike v gostoti med oljno in vodno 
fazo. Kapljice imajo enako funkcijo kot posamezni predeli pri dPCR, saj tudi tukaj v vsaki 
kapljici posebej poteka PCR do končne točke. Po končanem PCR programu so kapljice 
preštete na čitalniku kapljic, ki kapljice iz vsake vdolbine na mikrotitrski ploščici posebej 
izsesa in usmeri proti detektorju. Na poti se kapljice, ob prisotnosti tekočine za ločevanje, 
razporedijo posamezno, kar omogoča dvo-barvno detekcijo vsake kapljice posebej. 
Fluorescenčni signali so nato prefiltrirani glede na amplitudo fluorescence, s čimer 
programska oprema QuantaSoft (Bio-Rad) izloči možne skupke kapljic, ki se niso ločile.  
 
Slika 3: Shematski prikaz principa ddPCR metode (prirejeno po 28) 
Glede na amplitudo fluorescence je določena bazna meja, ki ločuje pozitivne kapljice, torej 
kapljice, ki vsebujejo vsaj eno tarčno molekulo, ter negativne kapljice, ki tarčne molekule 
ne vsebujejo. Pri tem se lahko pojavijo kapljice, ki ležijo med obema skupkoma kapljic. To 
imenujemo učinek dežja (angl. rain effect), ki je prikazan na sliki 4. Glede na delež 
pozitivnih kapljic in s pomočjo znanega volumna kapljice je nato izračunana absolutna 
koncentracija tarčne molekule. Dinamično območje metode je v veliki meri odvisno od 
števila kapljic, ki jih dobimo. Proizvajalec Bio-Rad navaja, da dinamično območje ddPCR 
sega od 1 do 100.000 kopij. Tako kot pri dPCR se tudi tukaj uporablja Poissonova korekcija, 
ki predvideva naključno porazporeditev tarčnih molekul v kapljice. (26, 29–31)  
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Slika 4: Učinek dežja (prirejeno po 30) 
1.3.3.1 Načina detekcije in analiza rezultatov 
Tako kot pri qPCR sta tudi tukaj znana dva načina detekcije, specifičen in nespecifičen. V 
prvega spada uporaba hidrolizirajočih sond, kot so sonde TaqMan, med nespecifičnega pa 
uporaba barvila EvaGreen, ki se veže v dvoverižno DNA (dsDNA; angl. double stranded 
deoxyribonucleic acid) in pri tem oddaja fluorescenco valovne dolžine 530 nm. Ob uporabi 
sond TaqMan detekcijski sistem lahko zaznava dve barvili hkrati; od tega mora biti eno 
FAM, drugo pa je lahko ali VIC ali HEX (31, 32). Vsa tri barvila so fluorofori, ki absorbirajo 
energijo elektromagnetnega valovanja s kratko valovno dolžino, emitirajo pa svetlobo 
drugačne valovne dolžine (19). Barvilo FAM najbolje absorbira svetlobo valovne dolžine 
494 nm in emitira pri 518 nm (33), medtem ko je ekscitacijska svetloba VIC 529 nm in 
emisijska svetloba 549 nm (34).  
Detekcija poteka na čitalniku kapljic, ki meri fluorescenco v posamezni kapljici. 
Koncentracija tarčne molekule se oceni s pomočjo enačbe 1, pri čemer je p frakcija 
pozitivnih kapljic. Ob upoštevanju te vrednosti in volumna kapljice lahko izračunamo 
koncentracijo vzorca brez uporabe standardne krivulje (28). Na zanesljivost rezultatov v 
veliki meri vpliva volumen kapljic, ki se lahko razlikuje glede na uporabljene reagente. 
Programska oprema QuantaSoft za izračune uporablja volumen kapljice 0,85 nL, ki je glede 
na rezultate raziskave Košir in sod. nekoliko precenjen (35). 
š𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘 𝑛𝑛𝑛𝑛 𝑘𝑘𝑛𝑛𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘𝑡𝑡 = − 𝑡𝑡𝑛𝑛(1 − 𝑘𝑘) 
Enačba 1: Izračun števila kopij DNA v posamezni kapljici 
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Analiza podatkov poteka v programski opremi QuantaSoft. Rezultati čitalnika kapljic so 
lahko prikazani v načinu 1-D, kjer je prikazana amplituda fluorescence posameznih kapljic 
za vsako vdolbino na mikrotitrski ploščici. Bazno linijo lahko program nastavi samodejno, 
lahko pa jo določi tudi operater sam, saj se ločljivost med različnimi ddPCR testi razlikuje. 
S tem se določi, katere kapljice se upoštevajo kot pozitivne (tiste nad bazno linijo obarvane 
modro) in katere kot negativne (kapljice pod bazno linijo, ki so obarvane sivo). Uspešnost 
ločevanja med pozitivnimi in negativnimi kapljicami je odvisna od številnih dejavnikov, kot 
so skladnost tarčnih sekvenc, uspešnost pomnoževanja, nastavljeni pogoji pomnoževanja ter 
koncentracije ključnih reagentov. Program Quantasoft izračuna število kopij tarčne 
molekule v 20 µL reakciji. V primeru uporabe dveh hidrolizirajočih sond so lahko rezultati 
vidni tudi v dvodimenzionalnem načinu. Na grafu je na x-osi prikazana amplituda 
fluorescence HEX ali VIC, na y-osi pa FAM. Kapljice se ločijo na tiste, ki so negativne za 
obe barvili (na sliki 5 obarvane sivo), kapljice, ki imajo pozitivno FAM fluorescenco 
(obarvane modro), oranžno obarvane so kapljice, ki imajo prisotni obe tarči, zeleno pa tiste, 
pri katerih je bazno linijo presegla samo flourescenca HEX oziroma VIC. Program 
QuantaSoft določi število kopij posameznega tarčnega zaporedja ter ga primerja glede na 
drugo tarčno zaporedje, ki ga detektiramo z drugim barvilom (28, 36). 
 
Slika 5: Prikaz rezultata dvojnih reakcij s programsko opremo QuantaSoft (prirejeno po 28) 
1.3.3.2 Optimizacija ddPCR 
Kljub že pripravljenim reagentom, kjer naj bi bila koncentracija MgCl2, deoksinukleozid 
trifosfatov (dNTP) in polimeraze zadostna, je za pridobitev dobrih rezultatov potrebno nekaj 
optimizacije. Kot že omenjeno sta znana dva načina detekcije. Pri obeh imajo na ločevanje 
med pozitivnimi in negativnimi kapljicami velik vpliv koncentracija oligonukleotidnih 
začetnikov oziroma sond, dolžina pomnožkov, koncentracija začetne DNA/RNA ter pogoji 
pomnoževanja (temperatura, čas, hitrost spreminjanja temperature in število ciklov) (22, 36, 
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37). Na zanesljivost rezultatov vpliva tudi število kapljic. Znano je, da na skupno število 
kapljic lahko vpliva čas hranjenja vzorcev od konca PCR do začetka branja kapljic (36). 
Optimizacija se za posamezen način kvantifikacije nekoliko razlikuje. Za uporabo 
hidrolizirajočih sond je priporočeno, da pomnožki niso predolgi, optimalno je med 60 do 
150 baznih parov (30). McDermott in sod. so dokazali, da z uporabo barvila EvaGreen pri 
daljših amplikonih dobijo bolj zanesljive rezultate zaradi večje razlike v fluorescenci med 
pozitivnimi in negativnimi kapljicami. Daljša kot je veriga DNA, več barvila se lahko veže, 
kar posledično vodi do višje fluorescence (38). 
Witte in sod. so reakcijam dodali MgCl2 in ugotovili, da dodatek ne vpliva na zmanjšanje 
učinka dežja, vendar še dodatno zniža fluorescenco pozitivnih kapljic. Preverili so tudi, če 
na učinek dežja vpliva dodatek dNTP, vendar kot so predvidevali, dodatek dNTP-jev ni 
vplival na razporeditev kapljic (37). 
Kadar so tarčna zaporedja nahajajo na istem kromosomu ali plazmidu, je na vzorcih DNA 
pred ddPCR potrebno predhodno izvesti restrikcijo z restrikcijskimi encimi. V nasprotnem 
primeru namreč z ddPCR zaznamo nižjo koncentracijo tarč, kot jih je dejansko v vzorcu (16, 
24, 37). Proizvajalec Bio-Rad pa v vsakem primeru priporoča predhodno restrikcijo pri 
večjih količinah DNA (> 66 ng/reakcijo) z namenom zmanjšanja viskoznosti in izboljšanja 
dostopnosti do tarčnih zaporedij (39, 40).  
1.3.3.3 Uporaba ddPCR 
Zaradi razdeljevanja vzorca ddPCR omogoča visoko občutljivost, specifičnost in točno 
kvantifikacijo. Uporaba te metode se je v zadnjih letih razširila na številnih področjih. Med 
drugimi za detekcijo genetsko spremenjenih organizmov v hrani, detekcijo patogenov pri 
rastlinah in v vodi, vse pogosteje se najnovejša oblika PCR uporablja tudi v kliničnih študijah 
(24, 41, 42).  
Vse več se za detekcijo nekaterih tumorjev uporablja cirkulirajoča prosta DNA (cfDNA; 
angl. circulating free DNA), ki jo je dokaj enostavno izolirati iz krvi in gre za neinvaziven 
pristop. Slabost tega je, da je koncentracija cfDNA zelo nizka, zato potrebujemo visoko 
občutljive metode, med katere spada tudi ddPCR. Na trgu so že komercialno dostopni 
reagenti za detekcijo enega najpogostejših povzročiteljev tumorjev mutacije v genu KRAS, 
v cfDNA. Taly in sod. so v svoji raziskavi uspešno implementirali multipli ddPCR za 
detekcijo teh mutacij (43). Metoda ddPCR se je začela uporabljati tudi na nekaterih drugih 
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področjih, npr. v virologiji, kjer je za detekcijo DNA virusa humane imunske 
pomanjkljivosti (HIV; angl. human immunodeficiency virus) potrebna zelo občutljiva in 
natančna metoda (44). Pomembno vlogo ima ddPCR tudi v prenatalni diagnostiki npr. za 
diagnostiko cistične fibroze in Downovega sindroma (45–47). 
Metoda ddPCR omogoča: 
• absolutno kvantifikacijo: ddPCR omogoča merjenje koncentracije tarčne DNA brez 
uporabe standardne krivulje, 
• določanje različic v številu kopij (CNV; angl. copy number variant): zaznati je 
možno vse do 1,2-kratne razlike v številu kopij, 
• detekcijo redkih zaporedij v kompleksnem ozadju divjega tipa gena, 
• vrednotenje izražanja genov in analizo mikroRNA, 
• kvantifikacijo knjižnic za NGS ter validacijo rezultatov sekvenciranja kot so 
polimorfizmi posameznega nukleotida (SNP; angl. single nucleotide polymorphism) 
ali CNV, 
• analizo posameznih celic, s katero je možno določiti 10- do 100-kratne variacije med 
celicami v izražanju genov ter v genomski vsebini med celičnimi populacijami in 
• detekcijo uspešnosti genskega inženiringa (28). 
1.3.3.4 Vrednotenje izražanja genov 
Glavni cilj genetskega inženiringa in razvoja celičnih linij je pridobiti ekspresijo transgena 
v izbrani celični liniji. Ena glavnih metod za vrednotenje izražanja transgenov je qPCR z 
vključeno reverzno transkripcijo (RT-qPCR), ki ga lahko nadomestimo z ddPCR z vključeno 
reverzno transkripcijo (RT-ddPCR) (28).  
Komplet reagentov One-step RT-ddPCR advanced kit for probes omogoča analizo izražanja 
genov v samo enem koraku. Postopek dela je isti kot s hidrolizirajočimi sondami, z razliko 
v začetnem materialu, ki je tukaj RNA. Reagenčni komplet omogoča reverzno transkripcijo 
mRNA v cDNA v vsaki kapljici posebej. Inhibitor RNaz, ki je vključen v komplet reagentov 
poskrbi, da se vzorec ohrani skozi pripravo reakcijskih mešanic in generacijo kapljic. 
Optimirana transkriptaza ostaja neaktivna do aktivacije pri 50 °C, s čimer se specifičnost in 
učinkovitost encima povečata. Reverzna transkripcija in nato pomnoževanje tarčnih molekul 
s hidrolizirajočimi sondami potekata na isti mikrotitrski ploščici, brez odpiranja in 
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prestavljanja vzorcev s čimer se možnost kontaminacije ali zamenjave vzorca zelo zmanjša. 
(28, 48) 
1.3.3.5 Multipli ddPCR 
Uporaba multiplih PCR se v raziskavah konstantno povečuje, saj omogočajo hkratno 
pomnoževanje več fragmentov DNA znotraj iste reakcije. S tem se lahko prihrani tako na 
času kot pri denarju, omogoča pa tudi analizo večjega števila vzorcev hkrati (49). Kot že 
omenjeno, Bio-Radov ddPCR omogoča detekcijo dveh različnih barvil v istem vzorcu (28). 
Implementacija dvojnih reakcij z uporabo hidrolizirajočih sond je pri ddPCR dokaj 
enostavna, saj dva kanala na detektorju zaznavata jakost fluorescence obeh barvil ločeno, 
programska oprema pa rezultate obdela in jih prikaže v dvodimenzionalnem grafu. Pri tem 
je potrebno biti pozoren, da je učinkovitost pomnoževanja obeh tarč približno enaka ter da 
se obe tarči nahajata v približno enakem številu kopij. Dvokanalni detektor omejuje hkratno 
pomnoževanje na dve barvili. Tej oviri se lahko izognemo z uporabo dveh ali več sond z 
istim barvilom v različnih koncentracijah, kar pomeni, da se bo fluorescenca pozitivnih 
kapljic nahajala pri različnih intenzitetah/amplitudah (16, 49). Primer takšne rešitve so 
objavili Rowlands in sod., ko so hkrati določali 4 različne mutacije gena PIK3CA in dobili 
lepo ločene skupke štirih signalov (slika 6) (36). Obsežna optimizacija takšnega tipa 
detekcije vključuje optimizacijo zaporedja posamezne sonde in kombinacije sond ter na 
koncu še koncentracije vsake sonde. Pri tem so ključni izzivi: različna učinkovitost 
pomnoževanja oligonukleotidnih začetnikov, različne temperature prileganja 
oligonukleotidnih začetnikov, možne navzkrižne dimerizacije oligonukleotidnih začetnikov 
ter nezmožnost točnega ločevanja med posameznimi signali sond. (36, 49) 
 
Slika 6: Primer uporabe dveh barvil za detekcijo 4 različnih genov (prirejeno po 36) 
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Hkratno detekcijo različnih tarč v enobarvnem detekcijskem sistemu omogoča dejstvo, da 
različno dolgi pomnožki oddajajo različno močno fluorescenco. Amplituda fluorescence 
barvila EvaGreen je namreč sorazmerna z dolžino prisotne dsDNA. Tako bodo kapljice z 
daljšimi pomnožki svetile močneje kot tiste, v katerih so pomnožki krajši (32). 
1.3.3.6 Prednosti in slabosti ddPCR 
Metoda ddPCR ima številne prednosti v primerjavi s tradicionalnim qPCR, vključno z 
velikim številom paralelnih ponovitev, omogoča absolutno kvantifikacijo brez uporabe 
standardne krivulje, zazna lahko nižje koncentracije tarčnih molekul, hkrati pa je metoda 
bolj robustna in nanjo inhibitorji vplivajo v manjši meri. Z absolutno kvantifikacijo se je 
možno izogniti napakam, ki se lahko pojavijo zaradi napačno kvantificiranega standarda. Na 
meritve lahko vplivajo razlike pri ozadjih med vzorcem in standardom, prav tako na rezultate 
pri ddPCR učinkovitost pomnoževanja nima takšnega vpliva kot pri qPCR. Zaradi velikega 
števila reakcij na vzorec, ima ddPCR bistveno višjo natančnost. Razdelitev tarčnih molekul 
v posamezne predele tudi zveča razmerje med tarčno molekulo DNA in netarčnimi 
molekulami DNA, zato je določitev tarč tudi ob močnem DNA ozadju zanesljiva. (16, 28) 
Ker je PCR encimska reakcija, je zelo občutljiva na inhibitorje, ki lahko izvirajo iz vzorca 
samega, ali pa ostanejo v vzorcu zaradi izolacije, čiščenja in drugih postopkov obdelave. 
Glavna posledica inhibitorjev je zmanjšana občutljivost metode in lažno negativni ali 
prenizki rezultati (50). Pri ddPCR se prisotnost inhibitorjev lahko pokaže kot učinek dežja. 
Kadar je le-ta prisoten v preveliki meri, rezultati niso zanesljivi. Za ta učinek so lahko krivi 
tudi drugi dejavniki, kot so poškodovane kapljice, združevanje večjega števila kapljic, 
zmanjšana zmožnost pomnoževanja znotraj kapljice ali nespecifično pomnoževanje ter 
neobičajna velikost kapljic (37).  
1.4  Rezidualna DNA v biološki učinkovini 
Ena od kritičnih točk proizvodnje bioloških zdravil je čiščenje zdravilne učinkovine. Pri tem 
je potrebno odstraniti vse kontaminante, npr. DNA ter proteine gostiteljskih celic. Takšne 
nečistoče bi lahko pri pacientu sprožile alergično reakcijo (proteini) ali celo vnos DNA v 
celice, kar bi lahko pripeljalo do tumorjev. Zaradi teh potencialno negativnih učinkov so 
regulatorni organi izdali številne dokumente, ki opisujejo kakšne koncentracije nečistoč so 
še dovoljene. Svetovna zdravstvena organizacija (WHO; angl. World health organisation) 
dovoljuje največjo količino zaužite rezidualne DNA 10 ng na dnevni odmerek zdravila (7). 
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Ker je količina proteina v različnih zdravilih lahko različna, večina farmacevtskih podjetij 
določi mejo 1 pg DNA/mg proteina ali celo nižje. Biološke učinkovine gredo skozi številne 
stopnje čiščenja, ki so sestavljene iz različnih kromatografskih in filtracijskih tehnik. Te 
metode izkoriščajo različne proteinske lastnosti (naboj, velikost, ipd.), da lahko ločijo med 
željeno učinkovino in nečistočami, ki nastanejo tekom procesa (51, 52). 
1.4.1 Stopnje čiščenja zdravilnih učinkovin 
Čiščenje bioloških učinkovin se začne s filtracijo bioreaktorske brozge oziroma žetve (PS.F), 
ki nastane tekom procesa namnoževanja celic v bioreaktorjih. S PS.F se odstrani celice, nato 
sledi čiščenje zdravilnih učinkovin (DS; angl. drug substance). V prvem koraku čiščenja – 
kromatografija s proteinom A (CAP) – se monoklonsko protitelo (mAb; angl. monoclonal 
antibody) veže na kolono, večino DNA in proteinov gostiteljske celice ter majhne molekule, 
ki so ostale od celične kulture, pa se odstrani. Sledi inkubacija na nizkem pH, s čimer se 
inaktivira viruse. Kationska izmenjevalna kromatografija (CEX; angl. cation exchange 
cromatography) odstrani preostalo DNA in proteine gostiteljske celice ter proteina A in 
agregate. Z multimodalno kromatografijo (MMC), ki zajema anionsko izmenjevalno 
kromatografijo ter hidrofobno interakcijsko kromatografijo, se še dodatno odstrani zgoraj 
naštete komponente ter virusne delce. Sledi odstranitev virusov s filtracijo (INAKT.F) in v 
končni fazi ultrafiltracija/diafiltracija (UF/DF). S tem je postopek čiščenja zdravilne 
učinkovine končan. (53) 
1.4.2 Metode določanja rezidualne DNA 
Tako kot so za čiščenje zdravilnih učinkovin potrebne učinkovite in robustne metode, so 
potrebne tudi zelo dobre analitske metode za določanje rezidualne DNA, ki so visoko 
občutljive in zanesljive. Določanje rezidualne DNA lahko temelji na določanju celokupne 
DNA ali pa vrstno specifične DNA. Poznamo tri metode, ki so dovolj občutljive za določanje 
rezidualne DNA: hibridizacijska metoda, qPCR ter ddPCR (51). 
Običajna metoda za določanje vrstno specifičnih zaporedij DNA je točkovni prenos (angl. 
dot blot), pri katerem se sonde, označene z radioaktivnimi izotopi ali fluorescentnimi barvili, 
vežejo na membransko imobilizirano rezidualno DNA. Detekcija poteka fluoro- ali 
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fotometrično, meja zaznavnosti (LOD; angl. limit of detection) pa je 6 pg imobilizirane DNA 
(51).  
Koncentracijo celokupnih nukleinskih kislin je mogoče izmeriti tudi s pomočjo hibridizacije 
med DNA in proteini. Razvili so metodo za detekcijsko enovijačne DNA (ssDNA; angl. 
single stranded DNA) s proteinom za prepoznavo enojne verige (SSB; angl. single-stranded 
binding), označenim z biotinom, in monoklonskim protitelesom, označenim z ureazo. SSB 
in protitelo tvorita z enovijačno DNA kompleks, ki se preko streptavidina veže na 
biotinilirano membrano. Imobilizirani kompleks se nato detektira z dodatkom sečnine, ki jo 
ureaza hidrolizira v amonijak in ogljikov dioksid. Celokupno DNA kvantificira detektor pH, 
ki zazna povečanje alkalnosti na mestih na membrani, kamor je vezana enovijačna DNA. 
LOD metode je 2 pg analizirane DNA. (54) 
Najobčutljivejše metode za določanje rezidualne DNA so metode PCR. Do pred kratkim je 
za najbolj občutljivo in zanesljivo metodo veljal qPCR, ki ga še vedno uporablja večina 
farmacevtskih podjetij. Pri predhodni obdelavi vzorca za qPCR (izolacija DNA, obdelava s 
proteazo...) lahko namreč pride do izgub in zato lažno nižjih koncentracij DNA. Pri tej 
metodi ima velik vpliv učinkovitost pomnoževanja, zato je potrebno pri vsaki meritvi 
določiti standardno krivuljo. Vrednotenje rezultatov je zanesljivejše, če vzorcu pred 
obdelavo dodamo znano koncentracijo standardne DNA gostiteljske celice (angl. spike-in). 
V zadnjih letih se je za določanje rezidualne DNA začela uveljavljati metoda ddPCR, pri 
kateri predobdelava vzorca ni potrebna. Obe metodi sta visoko občutljivi in lahko zaznata 
tudi manj kot 1 pg DNA (51, 55, 56). V eni od raziskav, kjer so primerjali določanje 
rezidualne DNA celic CHO s qPCR in ddPCR rezultati kažejo, da dobijo primerljive 
rezultate, vendar je z ddPCR možno detektirati precej nižje koncentracije rezidualne DNA. 
Tehnologija ddPCR ima 10-krat nižjo mejo določljivosti (LOQ; angl. limit of quantification) 
kot qPCR, pri katerem je LOQ 10 fg DNA v eni reakciji PCR (52). DdPCR ima tudi 
dokazano višjo stopnjo ponovljivosti, ozadje (visoka koncentracija proteinov) nima takšnega 
vpliva hkrati pa ni potrebno tako veliko redčenje kot pri qPCR (56, 57). Andreson s sod. je 
dokazal, da imajo višje koncentracije proteinov veliko manjši vpliv na določanje rezidualne 
DNA z metodo ddPCR kot s qPCR (56). 
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2 NAMEN RAZISKAVE 
Namen magistrske naloge je vpeljava metode ddPCR na oddelku Celična in molekularna 
biologija v podjetju Lek d.d. za hitro genetsko karakterizacijo in izboljšan razvoj celičnih 
linij. V okviru implementacije bomo optimizirali nekatere glavne parametre metode ddPCR, 
da dosežemo najboljšo možno ponovljivost, ter določili dinamično območje metode.  
V drugem delu naloge bomo določili uporabnost metode za razvoj bioloških zdravil ter 
primerjali rezultate metode ddPCR z rezultati do sedaj uporabljenih metod za določanje 
genetske stabilnosti klonov. Dodatno bomo primerjali tudi rezultate qPCR in ddPCR za 
kvantifikacijo rezidualne DNA v bioloških zdravilnih učinkovinah. 
Hipoteze 
1. Metodo ddPCR bomo uspešno vpeljali v razvoj celičnih linij 
1.1 Različne koncentracije in temperature prileganja oligonukleotidnih začetnikov ter 
hidrolizirajočih sond TaqMan vplivajo na uspešnost pomnoževanja ddPCR 
1.2 Metoda ddPCR je ponovljiva pri kvantifikaciji transgenov v celicah CHO 
2. Metoda ddPCR je uporabna pri razvoju bioloških zdravil 
2.1 Metodo ddPCR lahko uporabljamo za določanje števila kopij genov 
2.2 Metodo ddPCR lahko uporabljamo za preverjanje integritete in stabilnosti vstavljenih 
transgenov 
2.3 Metodo ddPCR lahko uporabljamo za določanje rezidualne DNA v bioloških 
učinkovinah 
2.4 Metoda ddPCR daje bolj zanesljive rezultate kot do sedaj uporabljene metode 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Oprema Proizvajalec 
PCR Mastercycler pro S – ciklični termostat za pomnoževanje 
z verižno reakcijo s polimerazo Eppendorf, Nemčija 
QuantStudio 7 Flex Real-time PCR System – sistem za 
kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo Applied Biosystems, ZDA 
Qubit 2.0 – namizni fluorometer za kvantifikacijo nukleinskih 
kislin in proteinov Thermo Fisher Scientific, ZDA 
QX200 Automated Droplet Digital PCR System – sistem za 
kapljični digitalni PCR z generatorjem in čitalnikom kapljic Bio-Rad, ZDA 
C1000 Touch thermal cycler – ciklični termostat za PCR Bio-Rad, ZDA 
Fusion FX – sistem za analizo gelov Vilber, Francija 
centrifuga 5810 R in Minispin Eppendorf, Nemčija 
kartuše za avtomatsko generiranje kapljic Bio-Rad, ZDA 
mikrocentrifugirke 2,0 ml, 1,5 ml in 0,2 ml Eppendorf, Nemčija 
mikrotitrske ploščice s 384 vdolbinami Applied Biosystems, ZDA 
mikrotitrske ploščice s 96 vdolbinami Applied Biosystems in Bio-Rad, ZDA 
napajalnik za elektroforezo Invitrogen 
nastavki za pipete s filtri Bio-Rad, ZDA 
nastavki za pipete s filtri Eppendorf, Nemčija 
optična folija za ploščice pred analizo Applied Biosystems, ZDA 
pipete Eppendorf Reference 0,5 - 1000 uL Eppendorf, Nemčija 
vibracijski mešalnik Velp Scientifica, Italija 
hladilna omara MPR-721 Sanyo, Japonska 
zamrzovalna omara MDF-U74V Sanyo, Japonska 
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3.1.2 Celična kultura 
Za izolacijo genomske DNA (gDNA) smo uporabljali suspenzijsko kulturo celic CHO. 
Celične kulture smo prejeli iz Celičnega laboratorija v enoti Biofarmacevtike podjetja Lek, 
d.d., kjer so uporabili dve različni starševski liniji in jih gojili pod pogoji, ki so za posamezno 
celično linijo predpisani v Lek, d.d.  
3.1.3 Vzorci RNA 
Za določanje ekspresije genov smo uporabljali izolirano RNA, ki smo jo prejeli iz 
laboratorija genetske karakterizacije v enoti Biofarmacevtike podjetja Lek, d.d. RNA so 
izolirali z reagenčnim kompletom RNeasy Mini Kit proizvajalca Qiagen.   
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3.1.4 Kemikalije in reagenti 
Reagenti za čiščenje DNA Uporabljen: Proizvajalec 
QIAamp DNA blood 
mini kit 
reagenčni komplet za čiščenje DNA 
(vsebuje lizirni pufer AL, pufra za 
spiranje AW1 in AW2, elucijski pufer 
AE ter proteazo Qiagen) 
za izolacijo gDNA 
iz celičnih kultur 
CHO 
Qiagen 
Wizard SV gel and 
PCR clean-up system 
reagenčni komplet za čiščenje DNA iz 
gelov in PCR zmesi (za fragmente 100 bp 
– 10 kb) (SV; angl. spin or vacuum)  
za čiščenje gDNA 
po restrikciji Promega 
Reagenti za kvantifikacijo DNA  
Qubit dsDNA BR 
assay kit 
reagenčni komplet za kvantifikacijo DNA 






Reagenti za običajni PCR  
KAPA Taq ready mix 
2× osnovna zmes za izvedbo običajnega 







Reagenti za kvantitativni PCR (qPCR)  
SYBR Green PCR 
master mix 
2× osnovna zmes za izvedbo qPCR: že 
vsebuje nukleotide, DNA polimerazo in 






KAPA HRM master 
mix 
2× osnovna zmes za detekcijo variacij 
zaporedij DNA s talilno krivuljo visoke 
ločljivosti (HRM; angl. high resolution 
melt); vsebuje nukleotide, DNA 




PCR master mix 
2× osnovna zmes za izvedbo qPCR s 
sondami TaqMan; že vsebuje nukleotide 
in AmpliTaq Gold DNA polimerazo 
za preverjanje 
oligonukleotidnih 









olje za pripravo kapljic za izvedbo 







olje za pripravo kapljic za izvedbo 
ddPCR s hidrolizirajočimi sondami 
QX200 EvaGreen 
ddPCR supermix 
2× osnovna zmes za izvedbo ddPCR z 







ddPCR supermix for 
probes 
2× osnovna zmes za izvedbo ddPCR s 
hidrolizirajočimi sondami 
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ddPCR buffer control 
kontrolni pufer za sistem QX200 pri 
uporabi barvila EvaGreen 
kot kontrolni 




ddPCR buffer control 
for probes 
kontrolni pufer za izvedbo ddPCR s 
hidrolizirajočimi sondami 
One-step RT-ddPCR 
advanced kit for 
probes 
reagenčni komplet za kvantifikacijo 
mRNA z reverzno transkripcijo; komplet 
vsebuje osnovno zmes (4× One-step RT 




ddPCR CHO residual 
DNA quantification 
kit 
reagenčni komplet za detekcijo rezidualne 
DNA iz celic CHO; vsebuje zmes 
začetnikov in sond (20× ddPCR CHO 
residual DNA quantification assay) ter 
osnovno zmes (2× ddPCR supermix for 
residual DNA quantification) 
za zaznavanje 
rezidualne DNA 
iz celic CHO 






Reagenti za restrikcijo genomske DNA  
HindIII restrikcijski encim 
za restrikcijo 
gDNA NEB 
SpeI-HF restrikcijski encim visoke natančnosti (HF; angl. high fidelity) 
CutSmart pufer za optimalno delovanje restrikcijskih encimov 
Ostale kemikalije  
smerni oligonukleotidni začetniki, 10 μM raztopina 
za določanje števila 
kopij genov in 
integritete transgenov 
Kemomed 
protismerni oligonukleotidni začetniki, 10 μM raztopina Kemomed 
začetniki in sonde TaqMan, 20× osnovna zmes (vsebuje 
kombinacije smernega in protismernega oligonukleotidnega 




10× elucijski pufer za aktivnost proteaze KAPA Invitrogen 
100 bp DNA standard 
kot označevalec 










za izolacijo gDNA 
Honeywell 
fosfatni pufer - PBS (angl. phosphate-buffered saline) Gibco 
E-gel 2% agaroza za ločbo gDNA Invitrogen 
voda prosta nukleaz (NFW; angl. nuclease-free water) za reakcije PCR, qPCR in ddPCE Ambion 
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V okviru magistrske naloge smo preverjali možnost zamenjave starejših in zamudnih metod 
v razvoju in karakterizaciji celičnih linij z novejšo tehnologijo ddPCR. Metode, ki smo jih 
uporabili, so predstavljene na sliki 7. 
 
Slika 7: Metode, uporabljene v okviru magistrske naloge 
3.2.1 Izolacija genomske DNA 
Iz celične kulture smo izolirali gDNA tako, da smo suspenzijo celic lizirali in razgradili 
proteine ter za osamitev gDNA uporabili reagenčni komplet QIAamp DNA blood mini kit. 
Potrebni volumen suspenzije celic smo preračunali po enačbi 2, pri čemer smo za izhodišče 
vzeli 5 x 106 živih celic (N). 
𝑉𝑉 (𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑣𝑣𝑣𝑣𝑡𝑡𝑛𝑛 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡č𝑛𝑛𝑡𝑡 𝑘𝑘𝑣𝑣𝑡𝑡𝑡𝑡𝑣𝑣𝑘𝑘𝑡𝑡 [𝑣𝑣𝑡𝑡])  =
𝑁𝑁 (š𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡 ž𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡ℎ 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑘𝑘)
𝑘𝑘 (𝑘𝑘𝑡𝑡𝑛𝑛𝑘𝑘𝑡𝑡𝑛𝑛𝑡𝑡𝑘𝑘𝑛𝑛𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘𝑛𝑛 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡č𝑛𝑛𝑡𝑡 𝑘𝑘𝑣𝑣𝑡𝑡𝑡𝑡𝑣𝑣𝑘𝑘𝑡𝑡 �š𝑡𝑡. ž𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡ℎ 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑘𝑘𝑣𝑣𝑡𝑡 �)
 
Enačba 2: Izračun volumna celične kulture 
Celično suspenzijo smo v 1,5 ml mikrocentrifugirkah centrifugirali v ohlajeni centrifugi (300 
rcf, 5 min, 4 °C), odstranili supernatant ter dodali 200 μL ohlajenega fosfatnega pufra (PBS) 
in 20 μL raztopine proteaze Qiagen za razgradnjo proteinov. Po dodatku 200 μL lizirnega 
pufra AL smo suspenzijo premešali z vibracijskim mešalnikom do homogenosti. Po 10 
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minutni inkubaciji na 56 °C smo kratko centrifugirali, da se je tekočina zbrala na dnu in 
dodali 200 μL 96 % etanola. Suspenzijo smo ponovno premešali z vibracijskim mešalnikom 
in kratko centrifugirali. Vsebino smo prenesli na kolono QIAamp in jo centrifugirali (1 min, 
6000 rcf, sobna temperatura). Zaradi ustreznega pH in koncentracije soli v pufru se je pri 
tem gDNA vezala na membrano kolone, proteini in drugi kontaminanti pa ne. Za odstranitev 
še preostalih potencialno vezanih kontaminantov smo membrano v nadaljevanju še 2-krat 
sprali z dvema različnima pufroma za spiranje. Na kolono smo najprej odpipetirali 500 μL 
pufra AW1 in centrifugirali 1 min pri 6000 rcf. Zbiralno mikrocentrifugirko smo skupaj s 
filtratom zavrgli, kolono pa vstavili v novo zbiralno mikrocentrifugirko. Sledilo je spiranje 
s 500 μL pufra AW2. Kolono smo skupaj z zbiralno mikrocentrifugirko centrifugirali 3 min 
pri 20.000 rcf. Za odstranitev ostankov pufra, smo kolono prestavili v novo zbiralno 
mikrocentrifugirko in še enkrat centrifugirali 1 min pri 20.000 rcf. Na membrano kolone 
smo nanesli 200 μL vode proste nukleaz (NFW; angl. nuclease free water), inkubirali na 
sobni temperaturi 5 min, in gDNA eluirali v novo 1,5 ml mikrocentrifugirko s 
centrifugiranjem 1 min pri 6000 rcf (58). Celotno izolacijo gDNA prikazuje slika 8. 
 
Slika 8: Postopek izolacije gDNA z reagenčnim kompletom QIAamp DNA Blood Mini (prirejeno po 58) 
3.2.2 Fluorometrično merjenje koncentracij genomske DNA 
Koncentracijo gDNA smo izmerili s fluorometrom Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific). 
Uporabili smo reagenčni komplet Qubit dsDNA BR (Invitrogen) in koncentracijo izmerili po 
navodilih proizvajalca. Fluorometer izračuna koncentracijo gDNA na osnovi izmerjene 
fluorescence barvila, ki je vezano na dsDNA (59).  
3.2.3 Preverjanje začetnikov s PCR  
Ustreznost in specifičnost oligonukleotidnih začetnikov smo preverili tako, da smo produkte 
običajnega PCR analizirali z elektroforezo na agaroznem gelu. Liofilizirane 
oligonukleotidne začetnike smo najprej raztopili v NFW do koncentracije 10 μM. Kot 
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matrično DNA smo uporabili gDNA, izolirano iz transficiranih celic (celic z vnešenim 
transgenom) v koncentraciji 100 ng/µL. Uporabljene reakcijske mešanice so prikazane v 
preglednici I.  
Preglednica I: Reakcijska mešanica za PCR za preverjanje oligonukleotidnih začetnikov z elektroforezo 
na agaroznem gelu 
 volumen [μL] 
2× KAPA Taq ready mix 12,5 
smerni oligonukleotidni začetnik [10 μM] 0,5 
protismerni oligonukleotidni začetnik [10 μM] 0,5 




Reakcijske mešanice smo napipetirali na ploščico s 96 vdolbinami, kratko premešali na 
vibracijskem mešalniku in centrifugirali 2 min pri 1000 rcf. Pomnožitev smo izvedli na 
cikličnem termostatu PCR Mastercycler pro S (Eppendorf) po temeperaturnem programu, 
ki je naveden v preglednici II. 




ciklov Namen koraka 
95 3 min 1 Začetna denaturacija 
95 30 sek 35 
 
Denaturacija 
60 30 sek Prileganje  
72 1 min Podaljševanje 
72 1 min 1 Končno podaljševanje 
 
3.2.3.1 Elektroforeza na agaroznem gelu 
Pod vplivom električnega polja potujejo negativno nabite molekule DNA in RNA skozi 
tridimenzionalno mrežo agaroznega polimera proti pozitivno nabiti elektrodi (anodi). Hitrost 
potovanja je odvisna od naboja in velikosti nukleinskih kislin. Specifična gostota naboja je 
enaka po vsej dolžini molekul nukleinskih kislin, zato je hitrost potovanja sorazmerna z 
velikostjo molekule. Krajše nukleinske kisline tako potujejo hitreje kot daljše in se na gelu 
nahajajo nižje (60). 
20 µL posameznega s PCR pomnoženega vzorca smo dodali 4 µL nanašalnega pufra 6× 
DNA loading dye, premešali na vibracijskem mešalniku, kratko centrifugirali in nanesli na 
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pripravljen E-gel z 2 % agarozo. Poleg vzorcev smo na gel nanesli še 24 µL 100 bp standarda 
velikosti DNA. Po 30 min elektroforeze smo gel slikali s sistemom za analizo gelov Fusion 
FX (Vilber). 
3.2.4 Preverjanje začetnikov in sond s kvantitativnim PCR  
Specifičnost oligonukleotidnih začetnikov smo preverili tudi z metodo qPCR. Izolirano 
gDNA iz nabora transficiranih klonov smo redčili do koncentracije 10 ng/µL. Uporabili smo 
oligonukleotidne začetnike, ki smo jih redčili, kot je opisano v poglavju 3.2.3. V mikrotitrski 
ploščici s 386 vdolbinami smo pripravili reakcijske mešanice v triplikatih, kot je prikazano 
v preglednici III. 
Preglednica III: Reakcijska mešanica za preverjanje oligonukleotidnih začetnikov s qPCR 
 volumen [μL] 
2× KAPA HRM master mix 5,0 
25 mM MgCl2 1,0 
smerni oligonukleotidni začetnik [10 μM] 0,2 
protismerni oligonukleotidni začetnik [10 μM] 0,2 




Vzorce na ploščici smo kratko premešali na vibracijskem mešalniku, centrifugirali 2 min pri 
1000 rcf in izvedli reakcijo qPCR v sistemu QuantStudio 7 Flex (Applied Biosystems) po 
temperaturnem programu, ki je naveden v preglednici IV.  




ciklov Namen koraka 
50 2 min 1 / 
95 10 min 1 začetna denaturacija 
95 15 sek 40 denaturacija 60 1 min prileganje in podaljševanje 
95 15 sek 1 
generiranje talilne krivulje 60 1 min 1 
95 15 sek 1 
 
Preverili smo tudi delovanje sond TaqMan, ki vsebujejo oba oligonukleotidna začetnika in 
sondo, ki je označena z barvilom (VIC ali FAM) ter dušilcem. Za matrično DNA smo 
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uporabili gDNA, izolirano iz netransficiranih celic, gDNA izolirano iz dveh različnih 
transficiranih klonov ter vektorjevo DNA. V nadaljevanju smo preverili tudi vpliv 
predhodne restrikcije na vrednosti kvantifikacijskih ciklov (Cq) in učinkovitost 
pomnoževanja (opisano v poglavju 3.2.7 Restrikcija genomske DNA). Uporabljeno 
reakcijsko mešanico prikazuje preglednica V. 
Preglednica V: Reakcijska mešanica za preverjanje delovanja sond TaqMan s qPCR 
 volumen [μL] 
2× TaqMan universal PCR master mix 5,0 
20× zmes začetnikov in sonde TaqMan 1,0 




Reakcijske mešanice smo pripravili na ploščici s 386 vdolbinami, kratko premešali na 
vibracijskem mešalniku, centrifugirali 2 min pri 1000 rcf in izvedli reakcijo qPCR v sistemu 
QuantStudio 7 Flex po temperaturnem programu, ki je naveden v preglednici VI.  






50 2 min 1 / 
95 10 min 1 Začetna denaturacija 
95 15 sek 40 Denaturacija 60 1 min Prileganje in podaljševanje 
3.2.5 Določanje števila kopij genov s kvantitativnim PCR 
Število kopij genov smo določili v triplikatih z reakcijsko mešanico, ki je navedena v 
preglednici VII. Vsak vzorec smo analizirali s sondama TaqMan za gen za glukagon (gluc) 
in gen za težko verigo (hc; angl. heavy chain). Vzorce na ploščici s 384 vdolbinami smo na 
kratko premešali na vibracijskem mešalniku, centrifugirali 2 min pri 1000 rcf in vstavili v 
sistem QuantStudio 7 Flex. Reakcijo pomnožitve smo izvedli po temperaturnem programu 
v preglednici VI. 
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Preglednica VII: Reakcijska mešanica za qPCR z uporabo hidrolizirajočih sond 
 volumen [μL] 
2× TaqMan universal PCR master mix  5,0 
20× zmes začetnikov in sonde TaqMan za gluc oz. hc 1,0 
NFW 2,0 
vzorec gDNA [10 ng/μL] 2,0 
skupaj 10,0 
 
Število kopij posameznega gena smo izračunali iz vrednosti Cq z uporabo enačbe 3. 
š𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘 𝑔𝑔𝑡𝑡𝑛𝑛𝑛𝑛 =
𝑣𝑣č𝑡𝑡𝑛𝑛𝑘𝑘𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑖𝑖𝑡𝑡 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑣𝑣𝑛𝑛𝑡𝑡ž𝑡𝑡𝑡𝑡𝑛𝑛𝑛𝑛𝑘𝑘𝑛𝑛 𝑡𝑡𝑖𝑖𝑘𝑘𝑛𝑛𝑛𝑛𝑡𝑡𝑔𝑔𝑛𝑛 𝑔𝑔𝑡𝑡𝑛𝑛𝑛𝑛𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝č𝑗𝑗𝑝𝑝 𝐶𝐶𝐶𝐶 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑣𝑣𝑣𝑣𝑝𝑝𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣
𝑣𝑣č𝑡𝑡𝑛𝑛𝑘𝑘𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑖𝑖𝑡𝑡 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑣𝑣𝑛𝑛𝑡𝑡ž𝑡𝑡𝑡𝑡𝑛𝑛𝑛𝑛𝑘𝑘𝑛𝑛 𝑔𝑔𝑡𝑡𝑛𝑛𝑛𝑛 𝑔𝑔𝑡𝑡𝑣𝑣𝑘𝑘𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝č𝑗𝑗𝑝𝑝 𝐶𝐶𝐶𝐶 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑣𝑣𝑣𝑣𝑝𝑝𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣
 
Enačba 3: Izračun števila kopij gena (qPCR) 
3.2.6 Določanje števila kopij genov s kapljičnim digitalnim PCR 
V vzorcih izolirane gDNA in celokupne RNA smo z ddPCR kvantificirali tarčne gene tako, 
da smo za DNA uporabili barvilo EvaGreen (preglednica VIII) oziroma hidrolizirajoče 
sonde TaqMan (preglednica IX), medtem ko smo RNA najprej prepisali v cDNA z reverzno 
transkripcijo in nato v istem koraku kvantificirali s sondami TaqMan (preglednica X). Kot 
negativna kontrola brez matrice (NTC; angl. non template control) je bila v reakcijski 
mešanici namesto vzorca gDNA oz. celokupne RNA uporabljena NFW. Poskuse smo 
izvajali na mikrotitrskih ploščicah s 96 vdolbinami (Bio-Rad).  
Preglednica VIII: Reakcijska mešanica za določanje števila kopij DNA tarč z ddPCR z uporabo barvila 
EvaGreen  
 volumen [μL] 
2× QX200 EvaGreen ddPCR supermix 11,0 
smerni oligonukleotidni začetnik [10 μM]  0,3 
protismerni oligonukleotidni začetnik [10 μM] 0,3 
NFW 4,9 
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Preglednica IX: Reakcijska mešanica za določanje števila kopij DNA tarč z ddPCR z uporabo 
hidrolizirajočih sond  
 volumen [μL] 
2× ddPCR supermix for probes 11,0 
20× zmes začetnikov in sonde TaqMan 1,1 




Preglednica X: Reakcijska mešanica za določanje števila kopij mRNA tarč z ddPCR z uporabo 
hidrolizirajočih sond 
 volumen [μL] 
4× One-step RT supermix 5,5 
reverzna transkriptaza 2,2 
300 mM DTT 1,1 
20× zmes začetnikov in sonde TaqMan 1,1 




Vzorce na ploščici smo premešali na vibracijskem mešalniku in centrifugirali 1 min pri 1000 
rcf. Po avtomatskem generiranju kapljic (Bio-Rad) smo izvedli pomnožitev na cikličnem 
termostatu C1000 Touch thermal cycler (Bio-Rad) po ustreznem temperaturnem programu 
(preglednice XI, XII in XIII). 






95 5 min 1 aktivacija encima 
95 30 sek 40 denaturacija 60 1 min prileganje in podaljševanje 
4 5 min 1 stabilizacija signalov 90 5 min 1 
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95 5 min 1 aktivacija encima 
94 30 sek 40 denaturacija 60 1 min prileganje in podaljševanje 
98 10 min 1 deaktivacija encima 
 








45 60 1 potek reverzne transkripcije 
95 10 1 začetna denaturacija 
95 0,5 40 denaturacija 60 1 prileganje in podaljševanje 
98 10 1 / 
 
3.2.6.1 Določanje števila kopij dveh tarč naenkrat s hidrolizirajočimi sondami 
Z ddPCR smo v vzorcih gDNA in mRNA določali število kopij dveh genov naenkrat. 
Postopek je bil enak kot pri določanju ene tarče, razlikoval se je le v tem, da so reakcijske 
mešanice vsebovale dve različni sondi TaqMan, označeni s fluoroforjem FAM oz. VIC 
(preglednica XIV in XV). 
Preglednica XIV:Reakcijska mešanica za hkratno določanje števila kopij dveh DNA tarč z dvema 
hidrolizirajočima sondama 
 volumen [μL] 
2× ddPCR supermix for probes 11,0 
20× TaqMan – FAM  1,1 
20× TaqMan – VIC  1,1 
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Preglednica XV: Reakcijska mešanica za hkratno določanje števila kopij dveh mRNA tarč z dvema 
hidrolizirajočima sondama  
 volumen [μL] 
4× One-Step RT supermix 5,5 
reverzna transkriptaza 2,2 
300 mM DTT 1,1 
20× TaqMan – VIC-beta aktin 1,1 
smerni oligonukleotidni začetnik [10 μM] 1,8 
protismerni oligonukleotidni začetnik [10 μM] 1,8 
sonda TaqMan [10 μM] 0,5 




Število kopij smo nato ocenili z razmerjem med številom kopij gena za težko verigo (hc; 
angl. heavy chain) glede na število kopij gena za glukagon (gluc) ter številom kopij gena za 
lahko verigo (lc; angl. light chain) glede na število kopij gluc. Število kopij posameznega 
gena smo določili z enačbo 4.  
š𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘 𝑔𝑔𝑡𝑡𝑛𝑛𝑛𝑛 =
𝑘𝑘𝑡𝑡𝑛𝑛𝑘𝑘𝑡𝑡𝑛𝑛𝑡𝑡𝑘𝑘𝑛𝑛𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘𝑛𝑛 𝑡𝑡𝑖𝑖𝑘𝑘𝑛𝑛𝑛𝑛𝑡𝑡𝑔𝑔𝑛𝑛 𝑔𝑔𝑡𝑡𝑛𝑛𝑛𝑛 [ š𝑡𝑡. 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘𝜇𝜇𝜇𝜇 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑛𝑛𝑘𝑘𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘𝑡𝑡]
𝑘𝑘𝑡𝑡𝑛𝑛𝑘𝑘𝑡𝑡𝑛𝑛𝑡𝑡𝑘𝑘𝑛𝑛𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘𝑛𝑛 𝑔𝑔𝑡𝑡𝑛𝑛𝑛𝑛 𝑔𝑔𝑡𝑡𝑣𝑣𝑘𝑘 [ š𝑡𝑡.𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘𝜇𝜇𝜇𝜇 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑛𝑛𝑘𝑘𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘𝑡𝑡]
 
Enačba 4: Izračun števila kopij gena (ddPCR) 
3.2.7 Restrikcija genomske DNA  
Za optimalnejšo detekcijo tarč priporoča proizvajalec Bio-Rad pri koncentracijah gDNA 
večjih od 66 ng na 20 μL končne reakcijske zmesi za ddPCR, da se na vzorcu gDNA 
predhodno izvede restrikcija. Želeli smo preveriti, ali rezanje gDNA tudi v našem primeru 
dejansko prispeva k boljši detekciji tarč (39, 40). Restrikcijske mešanice prikazane v 
preglednici XVI smo pripravili v 1,5 ml mikrocentrifugirkah. Uporabili smo ista restrikcijska 
encima (HindIII in SpeI-HF), kot sta bila uporabljena že pri preverjanju integritete s 
prenosom po Southernu. 
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Preglednica XVI: Restrikcijska mešanica 
 Volumen za reakcijo [μL] Končna količina 
vzorec gDNA 19,4 2 μg 
restrikcijski encim HindIII 0,2 20 U 
restrikcijski encim SpeI-HF 0,2 20 U 
pufer CutSmart 2,5 1× 
NFW 2,7 / 
skupaj 25 / 
 
Restrikcijske mešanice smo inkubirali 2 uri pri 37 °C in nato deaktivirali restrikcijske encime 
20 min pri 80 °C.  
3.2.7.1 Čiščenje rezane genomske DNA 
Zaradi morebitnega vpliva restrikcijskih encimov in restrikcijskega pufra na učinkovitost 
ddPCR smo restrikcijske mešanice očistili z reagenčnim kompletom Wizard SV gel and PCR 
clean-up system, pri katerem se DNA ob prisotnosti kaotropnih soli veže na membrano, 
nečistote, prisotne v vzorcu, se spere in DNA eluira z elucijskim pufrom ali vodo. Postopek 
je shematsko prikazan na sliki 9. Rezano DNA smo očistili po navodilih proizvajalca z 
uporabo centrifuge (61).  
 
Slika 9: Čiščenje DNA z reagenčnim kompletom Wizard SV gel and PCR clean-up 
 system (prirejeno po 62) 
3.2.8 Določanje dinamičnega območja metode, meje zaznavnosti in 
določljivosti  
Dinamično območje metode predstavlja območje, kjer sta izmerjena in dejanska 
koncentracija analita enaki (64). Za določitev dinamičnega območja smo uporabili gDNA 
izolirano iz nabora klonov, ki smo jo serijsko redčili. V trikratnih ponovitvah smo določili 
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koncentracijo gDNA v posamezni redčini, kot je navedeno v poglavju 3.2.6. Zgornjo in 
spodnjo mejo dinamičnega območja smo določili tam, kjer je variabilnost med ponovitvami 
in odstopanje povprečne koncentracije ponovitev od prave vrednosti presegla 25 %. Hkrati 
smo upoštevali, da mora biti R2 koeficient znotraj območja večji od 0,99. Najnižja vrednost 
dinamičnega območja predstavlja mejo določljivosti (LOQ).  
Z mejo zaznavnosti (LOD), smo določili najnižjo koncentracijo analita, pri kateri v vseh treh 
ponovitvah dobimo pozitiven rezultat. Kot pozitiven rezultat smo smatrali vse vzorce, pri 
katerih so pozitivne vsaj 3 kapljice. 
3.2.9 Določanje točnosti kapljičnega digitalnega PCR pri preverjanju 
integritete transgena  
Rezultate ddPCR o integriteti transgenov smo primerjali z rezultati, predhodno 
pridobljenimi z metodo prenosa po Southernu. Kot resnično pozitivne rezultate smo šteli 
tiste, pri katerih smo z obema metodama določili okvarjeno integriteto, kot lažno pozitivne 
tiste, kjer smo določili okvarjeno integriteto z ddPCR, prenos po Southernu pa ni pokazal 
genetskih sprememb. Za resnično negativne rezultate smo šteli tiste, pri katerih smo 
ugotovili ohranjeno integriteto z obema metodama, lažno negativni pa so tisti, kjer s 
prenosom po Southernu določimo okvaro transgena, z ddPCR pa smo ugotovili ohranjeno 
integriteto. Izračunali smo občutljivost, specifičnost in točnost metode s pomočjo enačb 5, 6 
in 7. 
𝑡𝑡𝑜𝑜č𝑣𝑣𝑡𝑡𝑡𝑡𝑘𝑘𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑖𝑖𝑡𝑡 =  
𝑘𝑘𝑡𝑡𝑖𝑖𝑛𝑛𝑡𝑡č𝑛𝑛𝑡𝑡 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑝𝑝𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑛𝑛𝑡𝑡
𝑘𝑘𝑡𝑡𝑖𝑖𝑛𝑛𝑡𝑡č𝑛𝑛𝑡𝑡 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑝𝑝𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑛𝑛𝑡𝑡 + 𝑡𝑡𝑛𝑛ž𝑛𝑛𝑡𝑡 𝑛𝑛𝑡𝑡𝑔𝑔𝑛𝑛𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑛𝑛𝑡𝑡 
 
Enačba 5: Izračun občutljivosti metode ddPCR 
 
𝑖𝑖𝑘𝑘𝑡𝑡𝑘𝑘𝑡𝑡𝑠𝑠𝑡𝑡č𝑛𝑛𝑡𝑡𝑖𝑖𝑡𝑡 =  
𝑘𝑘𝑡𝑡𝑖𝑖𝑛𝑛𝑡𝑡č𝑛𝑛𝑡𝑡 𝑛𝑛𝑡𝑡𝑔𝑔𝑛𝑛𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑛𝑛𝑡𝑡
𝑡𝑡𝑛𝑛ž𝑛𝑛𝑡𝑡 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑝𝑝𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑛𝑛𝑡𝑡 + 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑖𝑖𝑛𝑛𝑡𝑡č𝑛𝑛𝑡𝑡 𝑛𝑛𝑡𝑡𝑔𝑔𝑛𝑛𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑛𝑛𝑡𝑡
 
Enačba 6: Izračun specifičnosti metode ddPCR 
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𝑡𝑡𝑡𝑡č𝑛𝑛𝑡𝑡𝑖𝑖𝑡𝑡 =  
𝑘𝑘𝑡𝑡𝑖𝑖𝑛𝑛𝑡𝑡č𝑛𝑛𝑡𝑡 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑝𝑝𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑛𝑛𝑡𝑡 + 𝑘𝑘𝑡𝑡𝑖𝑖𝑛𝑛𝑡𝑡č𝑛𝑛𝑡𝑡 𝑛𝑛𝑡𝑡𝑔𝑔𝑛𝑛𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑛𝑛𝑡𝑡
𝑡𝑡𝑖𝑖𝑡𝑡 𝑣𝑣𝑡𝑡𝑘𝑘𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡
 
Enačba 7: Izračun točnosti metode ddPCR 
3.2.10 Določanje rezidualne genomske DNA celic CHO v biološki 
učinkovini s kapljičnim digitalnim PCR 
Za določitev rezidualne gDNA celic CHO v biološki učinkovini z ddPCR smo uporabili 
reagenčni komplet ddPCR CHO residual DNA quantification kit (Bio-Rad). Najprej smo 
preverili smiselnost obdelave vzorcev s proteazo, nato pa smo analizirali vzorce dveh 
bioloških učinkovin, ki so bili odvzeti v različnih stopnjah čiščenja biološke učinkovine. 
3.2.10.1 Obdelava s proteazo 
Vzorec biološke učinkovine zaradi visoke vsebnosti proteinov lahko moti določitev 
rezidualne DNA, zato proizvajalec reagenčnega kompleta za določitev rezidualne gDNA 
priporoča predhodno razgradnjo biološke učinkovine s proteazo (48). Reakcijska mešanica 
za proteolizo, ki je navedena v preglednici XVII je vsebovala proteazo KAPA v skladu s 
postopkom Hussain in sod. (52). Prvo biološko učinkovino smo analizirali v duplikatih, 
drugo pa v triplikatih. Ločeno smo izvedli reakcijo, kjer smo biološki učinkovini kot 
pozitivno kontrolo dodali gDNA celic CHO, izolirano s postopkom, opisanim v poglavju 
3.2.1.  
Preglednica XVII: Reakcijska mešanica za proteolizo 
 volumen [μL] 
vzorec biološke učinkovine  2,5 
10× elucijski pufer 1,0 
proteaza KAPA  1,0 
NFW 0,5 
NFW oz. pozitivna kontrola (gDNA celic CHO [0,4 ng/µL]) 5,0 
skupaj 10,0 
 
3.2.10.2 Kvantifikacija DNA v vzorcih bioloških učinkovin 
Rezidualno DNA smo določili v neredčenem ter 10-krat in 100-krat redčenem vzorcu 
biološke učinkovine. Poleg omenjenih smo kvantificirali tudi reakcijsko mešanico z dodano 
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gDNA celic CHO (pozitivno kontrolo). V vseh štirih primerih smo za ddPCR uporabili 
reakcijsko mešanico, navedeno v preglednici XVIII (48). 
Preglednica XVIII: Reakcijska mešanica za kvantifikacijo rezidualne DNA celic CHO z ddPCR 
 volumen [μL] 
2× ddPCR supermix for residual DNA quantification 12,5 
20× ddPCR CHO residual DNA quantification assay 1,25 
vzorec biološke učinkovine (intakten oz. po proteolizi), 





Reakcijsko mešanico smo nanesli na mikrotitrsko ploščico s 96 vdolbinami, premešali na 
vibracijskem mešalniku in centrifugirali 1 min pri 1000 rcf. Po generiranju kapljic smo 
pomnožitev izvedli na cikličnem termostatu C1000 Touch Thermal Cycler po programu, 
navedenem v preglednici XIX. Rezultate smo analizirali na čitalcu QX200 droplet reader 
(Bio-Rad). 





95 10 min 1 Aktivacija encima 
95 30 sek 5 Denaturacija 53 1 min Prileganje in podaljševanje 
95 30 min 40 
Denaturacija 
Prileganje in podaljševanje 
70 1 min Prileganje in podaljševanje 
 
3.2.10.3 Izračun koncentracije rezidualne DNA 
Za izračun rezidualne DNA smo uporabili standardno krivuljo, ki smo jo pripravili s štirimi 
zaporednimi 10-kratnimi redčitvami gDNA celic CHO v končnih koncentracijah gDNA od 
0,25 pg/μL do 0,00025 pg/μL. Abscisa standardne krivulje je predstavljala koncentracijo 
gDNA v pg/μL (U), ordinata pa število kopij/μL (C), določenih z ddPCR. Koncentracijo 
rezidualne DNA v vzorcu biološke učinkovine smo izračunali z enačbo 8.  
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Enačba 8: Izračun koncentracije rezidualne DNA (U) v [pg/μL] v vzorcu biološke učinkovine iz koncentracije 
DNA (C) v [št. kopij/μL] (48). 
3.2.11  Analiza rezultatov digitalnega kapljičnega PCR  
Vse rezultate ddPCR smo analizirali s programsko opremo QuantaSoft (Bio-Rad). Kot 
sprejemljivo število smo definirali vsaj 10.000 dogodkov (kapljic, ki jih zazna čitalec) na 
vzorec. Glede na fluorescenco vzorca NTC smo vzorcem ročno določili eno bazno linijo pri 
enokanalnem detektorju (slika 10-A) oz. dve bazni liniji pri dvokanalnem detektorju (slika 
10-B). Vzorci z izrazitim učinkom dežja dajejo lažno nižje rezultate, zato jih pri nadaljnjih 
analizah nismo upoštevali. 
 
Slika 10: Primer določitve bazne linije (rožnate črte) vzorcev po ddPCR. A: bazna linija ločuje med pozitivnimi 
in negativnimi kapljicami na enokanalnem detektorju B: dve bazni liniji (npr. za barvilo FAM na ordinati in 
barvilo VIC na abscisi) na dvokanalnem detektorju razporedita vzorce v štiri kvadrante. 
3.2.11.1 Statistična analiza rezultatov dveh neodvisnih vzorcev 
Pridobljene podatke o ekspresiji genov za fuzijski protein visoko producirajočih klonov smo 
primerjali s podatki o ekpresiji genov pri nizkoproducirajočih klonih. Predvidevali smo, da 
je ekspresija genov pri visoko producirajočih klonih različna od ekspresije pri nizko 
producirajočih klonih. Ob upoštevanju, da gre za normalno porazdelitev podatkov in dva 
neodvisna vzorca, smo za statistično analizo uporabili t-test za neodvisna vzorca. Za stopnjo 
značilnosti oziroma stopnjo signifikantnosti smo uporabili vrednost 0,05. 
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3.2.12 Eksperimentalno delo 
Eksperimentalno delo je bilo razdeljeno na dva dela. V prvem delu magistrske naloge smo 
v sedmih korakih optimizirali in validirali ključne parametre ddPCR (slika 11). Najprej smo 
oblikovali oligonukleotidne začetnike in hidrolizirajoče sonde (1), preverili njihovo 
specifičnost z običajnim PCR in elektroforezo na agaroznem gelu (2) ter s kvantitativnim 
qPCR (3). Optimizirali smo njihovo koncentracijo in temperaturo prileganja (4). Preverili 
smo smiselnost restrikcije gDNA in smiselnost čiščenja restrikcijskih mešanic pred izvedbo 
ddPCR (6). Nazadnje smo določili še dinamično območje, LOD, LOQ (5) ter ponovljivost 
(7) metode ddPCR. 
 
Slika 11: Sedem korakov optimizacije in validacije ddPCR 
V drugem delu magistrske naloge smo v petih korakih ovrednotili uporabnost metode 
ddPCR za hitro in natančno določanje števila kopij transgena (1), preverjanje integritete (2) 
ter stabilnosti (3) vstavljenih transgenov v celičnih linijah. Z ddPCR smo tudi vrednotili 
izražanje genov na ravni mRNA (4) ter kvantificirali rezidualno DNA v končnih bioloških 
učinkovinah (5) (slika 12) . 
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Slika 12: Pet korakov vrednotenja uporabnosti ddPCR pri razvoju in genetski karakterizaciji celičnih linij 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 Optimizacija in validacija ddPCR 
Pred vpeljavo tehnologije ddPCR v razvoj bioloških zdravil je potrebno njene parametre 
preveriti, optimirati ter validirati. V prvem delu magistrske naloge smo najprej preverili 
ustreznost in specifičnost na novo oblikovanih oligonukleotidnih začetnikov ter 
hidrolizirajočih sond, ki bodo uporabljeni za izvedbo ddPCR. Ustreznost in specifičnost 
oligonukleotidnih začetnikov ter hidrolizirajočih sond smo potrdili s PCR ter s qPCR. Sledila 
je optimizacija temperatur prileganja in koncentracij oligonukleotidnih začetnikov za 
ddPCR ter določitev dinamičnega območja, ponovljivosti metode, limite detekcije ter limite 
kvantifikacije ddPCR. Za namen določanja števila kopij transgenov smo preverili smiselnost 
restrikcije gDNA ter smiselnost čiščenja rezane gDNA v restrikcijskih zmeseh pred izvedbo 
ddPCR. 
4.1.1 Načrtovanje oligonukleotidnih začetnikov in hidrolizirajočih sond 
Za določitev števila kopij posameznega transgena in preverjanje integritete transgenov smo 
izbrali osem parov oligonukleotidnih začetnikov (dd1, dd2, dd3, dd4, dd5, dd6, lc, hc) in 
pripadajoče hidrolizirajoče sonde. Za preverjanje integritete transgena z restrikcijo smo 
uporabilii restrikcijska encima HindIII in SpeI, ki transgen režeta na treh mestih (slika 13). 
 
Slika 13: Shematski prikaz vektorja s transgenom in položaj prileganja oligonukleotidnih začetnikov ter sond. 
Dvokrake puščice predstavljajo par smiselnega in protismiselnega začetnega oligonukleotida (ter pripadajočo 
sondo TaqMan). Zaradi ponavljajočih regij, dd1 in dd2 prilegata na dveh različnih mestih. 
4.1.2 Preverjanje oligonukleotidnih začetnikov s PCR in elektroforezo na 
agaroznem gelu 
Nespecifična ali nepopolna vezava oligonukleotidnih začetnikov je znana slabost PCR, ki se 
lahko pojavi zaradi podobnih ali ponavljajočih se zaporedij na matrični DNA, visokega ali 
nizkega odstotka GC regij ter drugih razlogov. Specifičnost vezave oligonukleotidnih 
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začetnikov lahko izboljšamo z optimizacijo parametrov, kot so temperatura prileganja, 
koncentracija oligonukleotidnih začetnikov, koncentracija magnezija in drugi (63). 
Specifičnost vezave načrtovanih oligonukleotidnih začetnikov na matrična zaporedja 
vektorja s transgenom smo preverili s pomnožitvijo s klasičnim PCR. Za matrično DNA smo 
uporabili izolirano gDNA nabora transficiranih celic. Po elektroforezi na agaroznem gelu 
smo pričakovali fragmente naslednjih dolžin: dd1: 100 bp, dd2: 177 bp, dd3: 63 bp, dd4: 62 
bp, dd5: 86 bp, dd6: 71 bp, lc: 98 bp in hc: 176 bp. Kot vidimo na sliki 14, je večina 
pomnožkov ustrezala pričakovanim dolžinam fragmentov. Neustrezen rezultat smo dobili le 
pri pomnožkih dd1 in dd2, kjer se je poleg pričakovanega fragmenta pri obeh dodatno pojavil 
fragment daljši od 1500 baznih parov. Tarčni zaporedji dd1 in dd2 se v transgenu ponovita 
(slika 13), zato je dodatni fragment posledica pomnožitve regije med obema ponovitvama. 
Pri dd6 fragmenta nismo dobili, kar je verjetno posledica slabe učinkovitosti pomnoževanja.  
 
Slika 14: Preverjanje specifičnosti oligonukleotidnih začetnikov na agaroznem gelu po PCR. Nanos vzorcev: 
2: DNA standard velikosti (100 bp), 3: dd1, 4: dd2, 5: dd3, 6: dd4, 7: dd5, 8: dd6, 9: lc, 10: hc.  
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4.1.3 Preverjanje oligonukleotidnih začetnikov in hidrolizirajočih sond s 
qPCR 
Specifičnost oligonukleotidnih začetnikov smo dodatno preverili s qPCR in izrisom talilnih 
krivulj. Specifičnost vezave posameznih parov oligonukleotidnih začetnikov na tarčna 
zaporedja v transgenu je razvidna iz tega, da imajo talilne temperature samo po en vrh (slika 
15). To nakazuje, da so vsi oligonukleotidni začetniki dovolj specifični in ustrezni za 
nadaljnje analize. Ker velja qPCR za bolj specifično in točno analizo, smo se odločili, da za 
nadaljnje analize uporabimo tudi dd1 in dd2, kljub dodatni lisi na gelu po PCR (slika 14).  
 
Slika 15: Talilne krivulje za pare uporabljenih oligonukleotidnih začetnikov 
Vezavo hidrolizirajočih sond smo preverjali na izbranem vektorju (pozitivna kontrola) in 
izolirani gDNA klonov, kot negativno kontrolo pa smo uporabili gDNA netransficirane 
celične linije oziroma NTC. Analizirali smo tudi z restrikcijskima encimoma SpeI in HindIII 
rezano gDNA, izolirano iz celične linije, transficirane s transgenom. Tako smo preverili, če 
restrikcija vpliva na vezavo sond TaqMan na matrično DNA. Tako za vzorec z intaktno kot 
za vzorec z rezano gDNA so bile krivulje fluorescence v skladu s pričakovanji, razen za 
regijo dd6, kje je bila pomnožitev manj učinkovita kot pri ostalih. Pri vseh triplikatih 
negativnih kontrol smo dobili negativne rezultate, razen pri enem vzorcu NTC. 
Najverjetnejši razlog za pozitiven rezultat je navzkrižna kontaminacija. Pri pomnožitvi regije 
hc z uporabo sonde TaqMan sta vzorca rezane in nerezane gDNA dala podobne vrednosti 
Cq (slika 16).  
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Slika 16: Krivulje fluorescence (∆Rn) pri pomnožitvi regije hc s sondo TaqMan za vektor, rezano in 
nerezano gDNA ter negativno kontrolo. 
Podobno kot s PCR in agarozno elektroforezo, je bilo pomnoževanje dd6 bistveno manj 
učinkovito tudi pri qPCR, tako z uporabo barvila EvaGreen, kot sonde TaqMan. Zato smo 
se odločili, da oligonukleotidne začetnike in sonde TaqMan za nadaljnje analize regije dd6 
ne uporabimo. 
4.1.4 Optimizacija koncentracije in temperature prileganja 
oligonukleotidnih začetnikov ter sond TaqMan pri ddPCR 
Koncentracija oligonukleotidnih začetnikov pomembno vpliva na jakost fluorescence tako 
negativnih kot pozitivnih kapljic. Pri optimizaciji smo preizkusili literaturno priporočene 
koncentracije oligonukleotidnih začetnikov 100 – 250 nM (38, 39). Pri vseh koncentracijah 
znotraj uporabljenega območja smo lahko jasno določili mejo med pozitivnimi in 
negativnimi kapljicami (slika 17-A). Za nadaljnje pomnoževanje z ddPCR smo za 
oligonukleotidne začetnike izbrali koncentracijo 150 nM. 
Temperatura prileganja ključno vpliva na specifičnost vezave oligonukleotidnih začetnikov. 
Prenizka temperatura prileganja povzroči nespecifično vezavo začetnikov, previsoka pa 
prepreči vezavo začetnikov na matrico in zato neučinkovito pomnoževanje, kar se pri ddPCR 
kaže kot učinek dežja in močno znižanje fluorescence pozitivnih kapljic (37, 63). Pri 
pomnožitvi smo spreminjali temperaturo prileganja med 55 in 65 °C. Pri višjih temperaturah 
prileganja pomnoževanja praktično ni bilo več (slika 17-B). Kot optimalno temperaturo smo 
pri vseh parih oligonukleotidnih začetnikov izbrali 60 °C.  
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Slika 17: Vpliv koncentracije in temperature prileganja oligonukleotidnih začetnikov ter sond TaqMan na 
pomnoževanje regije hc z ddPCR. A: Optimizacija koncentracije oligonukleotidnih začetnikov (100 nM, 130 
nM, 170 nM, 210 nM in 250 nM). B: Optimizacija temperature prileganja (65 °C, 64,6 °C, 63,1 °C, 61,2 °C, 
59 °C, 57,1 °C, 55,8 °C in 55 °C). 
4.1.5 Dinamično območje metode, limita detekcije in kvantifikacije 
ddPCR 
Dinamično območje metode je območje koncentracije analita, kjer sta izmerjena in dejanska 
koncentracija analita enaka ter je ponovljivost metode ustrezna (64). Dinamično območje 
smo določali tako z barvilom EvaGreen kot hidrolizirajočimi sondami TaqMan. Kot 
zanesljive rezultate smo upoštevali tiste, pri katerih je bila variabilnost med ponovitvami ter 
odstopanje povprečne koncentracije ponovitev od prave vrednosti manjše od 25 %.  
Bistvena razlika med kvantifikacijo z barvilom EvaGreen in hidrolizirajočimi sondami je v 
tem, da se barvilo EvaGreen veže tudi na izhodiščno DNA, prisotno v vzorcu, in tako vpliva 
na fluorescenco (amplitudo) negativnih kapljic. Višja kot je začetna koncentracija DNA, 
višja je fluorescenca tudi pri kapljicah, ki tarčne DNA ne vsebujejo. Pri višjih koncentracijah 
izhodiščne DNA zato ni več mogoče ustrezno ločiti med pozitivnimi in negativnimi 
kapljicami (38). 
Za določitev dinamičnega območja ddPCR smo uporabili serijo 2-kratnih redčitev gDNA v 
koncentracijskem območju 0,002 – 160 ng/µL in kvantificirali hišni gen gluc. Dinamično 
območje metode je bilo zelo široko, in sicer 1 – 2000 kopij tarčnega gena/μL reakcije 
oziroma 4 – 8000 kopij tarčnega gena/μL vzorca (sliki 18 in 19). Med uporabo 
oligonukleotidnih začetnikov in hidrolizirajočih sond ni bilo večjih razlik. Znotraj linearnega 
območja med triplikati pri uporabi barvila EvaGreen (R2 = 0,9956) je bil povprečni 
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koeficient variacije (CV) 11 %, medtem ko je pri uporabi hidrolizirajočih sond (R2 = 0,9992) 
povprečni CV znašal 5,6 %. 
 
Slika 18: Dinamično območje ddPCR pri pomnoževanju gena gluc z uporabo barvila EvaGreen, znotraj 
katerega velja y=xk. Za vsako koncentracijo gDNA je naveden CV treh ponovitev. 
 
 
Slika 19: Dinamično območje ddPCR pri pomnoževanju gena gluc z uporabo hidrolizirajočih sond, znotraj 
katerega velja y=xk. Za vsako koncentracijo gDNA je naveden CV treh ponovitev. 
 
Vrednost LOD, ki smo jo določili za ddPCR z uporabo barvila EvaGreen je znašala 3 kopije 
tarčnega gena/μL vzorca, z uporabo hidrolizirajočih sond pa 1,5 kopije tarčnega gena/μL 
vzorca. Pri obeh načinih detekcije smo določili vrednost LOQ pri 4 kopijah tarčnega gena/μL 
vzorca, kar je podobno kot Morisset in sod., kjer je bil LOQ med 5 in 18 kopijami/μL, 
odvisno od tarčnega gena (24). Da je tarčni gen zares prisoten v vzorcu (pozitiven rezultat), 
smo šteli takrat, ko so bile v vzorcu pozitivne vsaj 3 kapljice pri vseh treh ponovitvah. 
Dinamično območje smo z uporabo hidrolizirajočih sond določili tudi na vzorcih izolirane 
celokupne RNA. Uporabili smo serijo 2-kratnih redčitev RNA v koncentracijskem območju 
3,8×10-5 – 10 ng/µL in kvantificirali hišni gen za beta aktin (actb) z reverzno transkripcijo 
in pomnožitvijo v enem koraku.  
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Slika 20: Dinamično območje ddPCR pri pomnoževanju mRNA za actb z uporabo hidrolizirajočih sond, 
znotraj katerega velja y=xk . Za vsako koncentracijo gDNA je naveden CV treh ponovitev. 
 
Dinamično območje ddPCR za vzorce RNA je obsegalo 2 – 5000 kopij tarčnega gena/μL 
reakcije oziroma 8-20.000 kopij tarčnega gena/μL vzorca (slika 20). Povprečna vrednost CV 
znotraj linearnega delovnega območja metode je bila 9,6 %, vrednost R2 pa 0,9994. LOD za 
vzorce RNA je znašala 1,2 kopije tarčne mRNA/μL vzorca, LOQ pa 8 kopij tarčne 
mRNA/μL vzorca.  
4.1.6 Restrikcija genomske DNA in čiščenje restrikcijskih mešanic pred 
izvedbo ddPCR 
S fragmentacijo DNA z restrikcijskimi encimi pred izdvedbo ddPCR ločimo tandemske 
kopije genov, zmanjšamo viskoznost vzorca ter izboljšamo dostopnost vzorca, zlasti pri 
večjih količinah DNA. Z restrikcijo tako izboljšamo kakovost rezultatov ddPCR. Bio-Radov 
QX200 sistem za ddPCR omogoča izvedbo restrikcije tako pred, kot med reakcijo ddPCR 
(40). Iz gDNA, izolirane iz nabora celic z vstavljenim transgenom, smo pomnožili regije 
dd2, hc in lc. Med vzorcema nerezane gDNA in gDNA, ki smo jo pred ddPCR fragmentirali 
z restriktazama HindIII in SpeI, ni bilo opaznih kvalitativnih razlik. V obeh primerih je bila 
razlika v fluorescenci med pozitivnimi in negativnimi kapljicami dovolj velika in ni bilo 
prisotnega učinka dežja (slika 21). Iz tega smo sklepali, da restrikcija gDNA pred izvedbo 
ddPCR ni potrebna. 
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Slika 21: Vpliv restrikcije na pomnožitev gDNA z ddPCR. A: vzorec brez restrikcije, B: vzorec, obdelan z 
restriktazami pred izvedbo ddPCR 
Kot že omenjeno, se regija dd2 v transgenu nahaja v dveh ponovitvah (t.i. tandemskih 
kopijah), medtem ko se regiji hc in lc nahajata v eni kopiji (slika 13). Pri vzorcu po restrikciji 
smo zato določili približno 2-krat višje število kopij dd2: 82,5 kopij gena/μL v primerjavi z 
39 oz. 39,5 kopijami gena/μL (preglednica XX). Za določitev pravega števila kopij 
posameznega gena je v našem primeru restrikcija obvezna, saj bomo le tako ločili tandemske 
kopije vseh regij.  
Preglednica XX: Vpliv restrikcije na določitev števila kopij gena 
Pomnoženi 
gen/regija 
Koncentracija gena/regije [št. kopij gena/μL reakcije] 
nerezana gDNA gDNA po restrikciji 
dd2 16,4 82,5 
hc 14,3 39,5 
lc 16 39 
 
Preverili smo tudi morebitni vpliv pufra CutSmart, uporabljenega za restrikcijo, in encimov 
na razporeditev kapljic glede jakosti fluorescence. Del vzorca po restrikciji smo očistili z 
reagenčnim kompletom Wizard SV gel and PCR clean-up system, del pa pustili 
neočiščenega. Rezultati ddPCR obeh vzorcev so bili medsebojno primerljivi, zato vzorcev 
pred ddPCR v nadaljnjih pomnoževanjih nismo čistili (slika 22).  
Tjaša Dermota, Magistrska naloga 





Slika 22: Vpliv čiščenja vzorca po restrikciji na pomnožitev gDNA z ddPCR. A: očiščeni vzorec, B: 
neočiščeni vzorec 
4.1.7 Ponovljivost metode ddPCR 
Ponovljivost ddPCR smo najprej določili s pomnožitvijo regij lc in hc v vzorcu rezane 
gDNA, izolirane iz nabora transficiranih celic. Izvedli smo 18 neodvisnih pomnožitev z 
izhodiščno koncentracijo gDNA 0,5 ng/µL in pri tem uporabili bodisi barvilo EvaGreen, 
bodisi hidrolizirajoče sonde. Sonde TaqMan smo uporabili pri pomnožitvi vsake od obeh 
tarč posebej ter pri pomnožitvi vsake tarče hkrati z regijo gena gluc (slika 23). 
 
Slika 23: Ponovljivost ddPCR pri določanju tarč lc in hc posamič z barvilom EvaGreen oz. hidrolizirajočimi 
sondami ter hkrati z regijo gluc v vzorcu gDNA. 
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Variabilnost ddPCR pri uporabi barvila EvaGreen (CV = 14,8 % oz. 13,1 %) je primerljiva 
z uporabo hidrolizirajočih sond (CV = 9,2 % oz. 9,8 %) (preglednica XXI). Podobno 
ponovljivost (CV ≤ 10 %) so določili tudi Morisset in sod. (24). 
Preglednica XXI: Ponovljivost ddPCR pri določanju števila kopij dveh tarč na tri načine  
Pomnoženi 
gen/regija 
aritmetična sredina 18 meritev koncentracije gena/regije [št. kopij 
gena/μL reakcije] in pripadajoči CV  
barvilo EvaGreen sonda TaqMan za vsako tarčo posebej 
sonda TaqMan za 
tarčo hkrati s sondo 
TaqMan za gluc 
lc 6,3 (14,8 %) 8,1 (9,2 %) 7,1 (10,9 %) 
hc 6,1 (13,1 %) 7,92 (9,8 %) 6,5 (12,4 %) 
 
Prisotnost sonde TaqMan – VIC za regijo gluc pri hkratnem pomnoževanju regij lc oz. hc 
(t.j. multipli ddPCR) ne vpliva na fluorescenco druge sonde, saj je variabilnost podobna (CV 
= 10,9 % oz. 12,4 %).  
Programska oprema QuantaSoft lahko rezultate ddPCR tudi normalizira tako, da poda 
število kopij ene tarče glede na drugo tarčo (npr. lc glede na gluc oz. hc glede na gluc). 
Variabilnost normaliziranih vrednosti je podobna, kot pri absolutnih vrednosti števila kopij 
(CV = 12,1 % oz. 14,8 %) (slika 24).  
 
Slika 24: Ponovljivost ddPCR (N=18) pri normaliziranih vrednostih tarč lc in hc glede na gluc, določenih z 
hidrolizirajočimi sondami in izračunanimi s program QuantaSoft. Povprečna normalizirana vrednost znaša 
1,44 kopij lc (CV = 12,1 %) in 1,41 kopij hc (CV = 14,8 %). 
Ponovljivost ddPCR s pomnožitvijo regij lc in hc smo določili tudi v vzorcu celokupne RNA, 
izolirane iz nabora transficiranih celic. Izvedli smo 38 neodvisnih pomnožitev z izhodiščno 
koncentracijo gDNA 0,5 ng/. Izražanje genov smo vrednotili z reagečnim kompletom, ki 
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omogoča reverzno transkripcijo in ddPCR v enem koraku. Pri tem na ponovljivost metode 
vpliva predvsem variabilnost pri učinkovitosti reverzne transkripcije. Regiji lc in hc smo 
detektirali s hidrolizirajočima sondama hkrati s sondo za actb. Variabilnost je bila po 
pričakovanjih višja kot pri vzorcih gDNA; 21,7 % oz. 30,6 % za absolutne vrednosti števila 
kopij ter 18,8 % oz. 19,8 % za normalizirane vrednosti glede na actb (slika 25). 
 
Slika 25: Ponovljivost ddPCR (N=38) pri določanju tarč lc in hc hkrati z genom actb s sondami TaqMan v 
vzorcu RNA. A: normalizirane vrednosti glede na actb: 3,99 kopij lc (CV = 19,8 %) in 3,59 kopij hc (CV = 
18,8 %), B: povprečne absolutne vrednosti: 12,8 kopij lc/μL (CV = 30,6 %) in 11,33 kopij hc/μL (CV = 21,7 
%). 
4.2 Uporabnost ddPCR za genetsko karakterizacijo in razvoj 
celičnih linij 
Po uspešni implementaciji sistema ddPCR v laboratorij smo v drugem delu magistrske 
naloge želeli preizkusiti njegovo uporabnost za razvoj in karakterizacijo celičnih linij. 
Pravilna in hitra genetska karakterizacija klonov je ključna pri izbiri končnega klona za 
razvoj biološkega zdravila. Pri izbranem klonu je pomembno, da ima ohranjeno integriteto 
transgena ter da ostaja genetsko stabilen skozi 12-tedensko obdobje kultivacije. Genetsko 
stabilnost preverjamo v treh časovnih točkah: na začetku, na sredini in na koncu 12-
tedenskega gojenja. Klon je genetsko stabilen, če se število kopij integriranega transgena 
tekom proizvodnje ne spreminja in ko je integriteta transgena ohranjena (tj. brez prelomov, 
delecij, insercij, itd). V podjetju Lek, d.d. se za preverjanje genetskse stabilnosti in integritete 
transgena uporabljata qPCR ter prenos po Southernu, ki pa imata tudi nekatere omejitve. V 
okviru magistrske naloge smo želeli obe metodi nadomestiti z novejšo in hitrejšo metodo 
ddPCR, s katero bi lahko v eni analizi določili število kopij kot tudi preverili integriteto 
transgena. Metodo ddPCR bi lahko uporabili tudi za vrednotenje izražanja genov, s čimer bi 
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izbrali še ustreznejši in kakovostnejši končni klon. V okviru magistrske naloge smo rezultate 
izražanja genov dodatno primerjali s produktivnostjo celičnih linij.  
4.2.1 Določanje števila kopij transgenov 
Določitev števila kopij genov za težko in lahko verigo protitelesa je pri razvoju celičnih linij 
zelo pomembna. V vseh treh točkah preverjanja stabilnosti celične linije se mora namreč 
število kopij obeh genov ohranjati. Različno število kopij omenjenih genov lahko nakazuje 
na popolno ali delno delecijo/insercijo transgena. Metoda qPCR je do sedaj veljala za zlati 
standard pri določanju števila kopij transgena v vzorcu, vendar lahko zaradi uporabe 
standardne krivulje prihaja do napak in slabe ponovljivosti. 
Rezultate qPCR smo zato želeli primerjati z rezultati ddPCR, kjer standardna krivulja ni 
potrebna. Pri naboru 28 klonih smo določili število kopij genov hc in lc. Pri kvantifikaciji z 
ddPCR smo uporabili barvilo EvaGreen in hidrolizirajoče sonde. Pri obdelavi podatkov smo 
bili pozorni na učinek dežja ter število kapljic. V primeru, da je bilo število kapljic manjše 
kot 10.000, rezultatov nismo upoštevali, prav tako smo jih zavrgli, če je bil opazen močan 
učinek dežja.  
Število kopij genov lc in hc smo s pomočjo enačbe 4 izračunali glede na endogeni gen gluc, 
ki se v genomu celic CHO nahaja v 2 kopijah (1 kopija na haploid) (65). S programsko 
opremo QuantaSoft smo število kopij genov lc in hc tako definirali na haploidni genom celic 
CHO. 
Rezultati kvantifikacije genov lc in hc pri 28 izbranih klonih transficiranih celic CHO so 
prikazani na sliki 26. Število kopij, določenih z ddPCR, za gen lc in hc, se bistveno ne 
razlikuje glede na uporabljeno barvilo EvaGreen oz. hidrolizirajoče sonde. Število kopij, 
določenih z qPCR, se pri nizkem številu kopij ujema z rezultati ddPCR, medtem ko so pri 
večjem številu kopij vrednosti qPCR nekoliko nižje od vrednosti ddPCR.  
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Slika 26: Primerjava določitve števila kopij z qPCR in ddPCR (z EvaGreen in sondami TaqMan) pri naboru 
28 klonov transficiranih celic CHO. A: število kopij gena hc, B: število kopij gena lc. 
Rezultati kažejo, da qPCR ni natančen pri določevanju števila kopij, kadar je v klonih 
prisotnih 10 in več kopij gena, zato smo za potrditev naših domnev izvedli dodaten poskus. 
Rezano gDNA enega od transficiranih klonov, ki je vseboval enako število kopij genov gluc 
in hc, smo v več zaporednih korakih 2-kratno serijsko redčili z rezano gDNA netransficiranih 
celic, ki gena za hc niso vsebovale. Za vsak tako redčen vzorec smo kvantificirali hc in gluc 
z ddPCR in qPCR, v primeru ddPCR s hkratnim pomnoževanjem z dvema sondama, v 
primeru qPCR pa s pomnožitvijo v ločenih reakcijah. Rezultati ddPCR so se popolno ujemali 
s pričakovanimi vrednostmi (razmerje števila kopij gluc glede na število kopij hc), rezultati 
qPCR pa so bili pri večjem številu kopij bistveno nižji od pričakovanih vrednosti (slika 27). 
Razlog je najverjetneje v ožjem delovnem območju qPCR, kar pomeni, da je višje število 
kopij že izven kvantifikacijskega območja metode.  
 
Slika 27: Primerjava določanja števila kopij gluc glede na hc z ddPCR in qPCR 
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4.2.2 Preverjanje integritete transgenov  
Pri preverjanju integritete transgenov bi lahko metoda ddPCR nadomestila metodo prenosa 
po Southernu, saj je slednja dolgotrajna in ima nekoliko slabšo občutljivost. Z ddPCR lahko 
preverimo integriteto tako, da tarčimo različne regije vzdolž transgena. V primeru ohranjene 
integritete pričakujemo enako oz. primerljivo število kopij za vse tarče. V primeru genetske 
okvare transgena pa pričakujemo, da bo število kopij nekaterih tarč spremenjeno. Ker 
omogoča ddPCR z uporabo hidrolizirajočih sond hkratno določanje dveh tarč v isti reakciji, 
smo skupaj s posamezno tarčo kvantificirali še referenčni gen gluc ter število kopij tarče 
normalizirali na koncentracijo gluc. Ker oligonukleotidna začetnika in sondi TaqMan za dd1 
in dd2 prilegata na dve mesti v transgenu (t.j. ekspresijskem vektorju), smo te vrednosti na 
koncu delili z 2. V primeru, da so se normalizirane koncentracije posameznih delov vektorja 
med seboj razlikovale za več kot znaša variabilnost metode (15 %), smo sklepali, da je prišlo 
do okvare vektorja. V nasprotnem primeru smo sklepali, da je integriteta vektorja ohranjena. 
Primer ohranjene in okvarjene integritete je prikazan na sliki 28. Integriteta vzorca 26, 
določena z ddPCR, je ohranjena, saj se normalizirane vrednosti za vseh 7 delov gena gibljejo 
okoli iste vrednosti. Pri vzorcu 12 pa je prišlo do genetske okvare v bližini regije hc, z 
izrazitimi spremembami v številu kopij hc, dd3 in dd5 pri ddPCR in z dvema lisama za gen 
hc pri prenosu po Southernu.  
 
Slika 28: Določitev integritete vzorcev 26 in 12 z ddPCR in prenosom po Southernu. A: klon z ohranjeno 
integriteto (po ena lisa za lc in hc), B: klon z genetsko okvaro (dve lisi v predelu regije hc). 
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S prenosom po Southernu smo pri 8 klonih določili okvarjeno in pri 20 klonih ohranjeno 
integriteto transgena, medtem, ko smo z ddPCR določili 11 klonov z okvarjeno in 17 klonov 
z ohranjeno integriteto transgena (preglednica XXII). Pri štirih vzorcih se ocena integritete 
med metodama razlikuje (priloga 1). 
Preglednica XXII: Rezultati preverjanja integritete s prenosom po Southernu in ddPCR 
Vzorec Rezultati prenosa 
po Southernu 
Rezultat ddPCR 
Vzorec 1 okvarjen okvarjen 
Vzorec 2 ni okvarjen ni okvarjen 
Vzorec 3 okvarjen okvarjen 
Vzorec 4 ni okvarjen ni okvarjen 
Vzorec 5 ni okvarjen ni okvarjen 
Vzorec 6 okvarjen okvarjen 
Vzorec 7 ni okvarjen ni okvarjen 
Vzorec 8 ni okvarjen ni okvarjen 
Vzorec 9 okvarjen okvarjen 
Vzorec 10 ni okvarjen okvarjen 
Vzorec 11 okvarjen ni okvarjen 
Vzorec 12 okvarjen okvarjen 
Vzorec 13 okvarjen okvarjen 
Vzorec 14 okvarjen okvarjen 
Vzorec 15 ni okvarjen okvarjen 
Vzorec 16 ni okvarjen okvarjen 
Vzorec 17 ni okvarjen ni okvarjen 
Vzorec 18 ni okvarjen ni okvarjen 
Vzorec 19 ni okvarjen ni okvarjen 
Vzorec 20 ni okvarjen ni okvarjen 
Vzorec 21 ni okvarjen ni okvarjen 
Vzorec 22 ni okvarjen okvarjen 
Vzorec 23 ni okvarjen ni okvarjen 
Vzorec 24 ni okvarjen ni okvarjen 
Vzorec 25 ni okvarjen ni okvarjen 
Vzorec 26 ni okvarjen ni okvarjen 
Vzorec 27 ni okvarjen ni okvarjen 
Vzorec 28 ni okvarjen ni okvarjen 
 
Iz podatkov v preglednici XXII smo ocenili specifičnost, občutljivost in točnost metode 
ddPCR glede na metodo prenosa po Southernu. Točnost metode ddPCR je 82 % (22 od 
skupno 28 rezultatov se ujema z rezultati prenosa po Southernu). Specifičnost metode 
ddPCR znaša 80 % (16 ohranjenih klonov z ddPCR od skupno 20 ohranjenih klonov s 
prenosom po Southernu), medtem ko je občutljivost 88% (7 okvarjenih klonov z ddPCR od 
skupno 8 okvarjenih klonov s prenosom po Southernu). 
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Zavedamo se, da realne točnosti metode ddPCR ne moremo ocenjevati zgolj glede na 
rezultate prenosa po Southernu, saj ima slednja metoda nekatere znane pomanjkljivosti (npr. 
slaba občutljivost), vendar je po naših ocenah 82% ujemanje rezultatov zadovoljivo za 
potrebe hitrega presejanja večjega števila klonov tekom razvoja bioloških zdravil.  
Primerjava časovnega okvira vseh treh metod kaže, da z ddPCR porabimo skoraj 4-krat manj 
časa za enako količino informacij, ki jih dobimo s qPCR pri določanju števila kopij in 
prenosom po Southernu pri preverjanju integritete transgena (Preglednica XXIII). 
Preglednica XXIII: Primerjava časovnih okvirjev do sedaj uporabljenih metod in ddPCR. V modri barvi so 
prikazani skupni časi za posamezen korak ter koliko vzorcev lahko analiziramo v enem koraku. Za trajanje 
postopka smo upoštevali tako čas, ki ga analitik porabi (angl. hands-on time) ter čas, ki ga potrebujejo 
aparature do končnega rezultata. V izračunu smo upoštevali, da z enkratno analizo ddPCR pridobimo 
informacijo o številu kopij in integriteti transgena, medtem ko moramo z uporabo klasičnih metod za isto 
količino informacij izvesti analizo qPCR in prenos po Southernu ločeno. 
 
Zaključimo lahko, da je ddPCR dovolj občutljiva in specifična metoda, ki daje dovolj dobre 
rezultate za hitro analizo integritete transgenov in presejanje klonov. Za končno odločitev 
pri izbiri klona še vseeno priporočamo uporabo prenosa po Southernu, ki v industriji še 
vedno velja za zlati standard za dokazovanje integritete transgena. 
4.2.3 Določanje stabilnosti klonov 
Podoben pristop lahko uporabimo tudi za identifikacijo potencialno nestabilnih klonov, kjer 
se integriteta klonov spreminja tekom 12-tedenskega gojenja.  
Izbor 10 klonov smo tekom 12-tedenske stabilnostne študije genetsko okarakterizirali na treh 
stopnjah (G1, G2 in G3) z metodo ddPCR in prenosom po Southernu. V vsaki stopnji smo z 
ddPCR določili število kopij genov za težko in lahko verigo ter 5 drugih regij na transgenu 
(slika 29). Število kopij transgena pri nestabilnem klonu se tekom trajanja stabilnostne 
Tjaša Dermota, Magistrska naloga 




študije zmanjšuje. V G3 fazi stabilnostne študije je namreč število kopij vseh regij precej 
nižje, kot v fazi G1. 
 
Slika 29: Ugotavljanje stabilnosti dveh klonov z ddPCR. A: stabilen klon, B: nestabilen klon. G1 = začetek 
stabilnostne študije (teden 0); G2 = sredina stabilnostne študije (teden 8); G3 = konec stabilnostne študije 
(teden 12). 
Z metodo prenosa po Southernu smo določili, da 5 klonov ni stabilnih, medtem ko smo z 
ddPCR uspeli detektirati samo 2 nestabilna klona (preglednica XXIV). Iz rezultatov smo  
glede na rezultate prenosa po Southernu izračunali občutljivost ddPCR, ki je 40 %, 
specifičnost 100 % in točnost 70 %. Rezultati kažejo, da določanje stabilnosti klonov z 
ddPCR ni dovolj zanesljivo in bi bilo metodo potrebno izboljšati. 
Preglednica XXIV: Rezultati preverjanja stabilnosti z metodo prenosa po Southernu in ddPCR. 




Vzorec 2 stabilen stabilen 
Vzorec 4 nestabilen stabilen 
Vzorec 5 nestabilen stabilen 
Vzorec 8 stabilen stabilen 
Vzorec 10 stabilen stabilen 
Vzorec 18 nestabilen stabilen 
Vzorec 22 stabilen stabilen 
Vzorec 26 stabilen stabilen 
Vzorec 27 nestabilen nestabilen 
Vzorec 28 nestabilen nestabilen 
 
4.2.4 Vrednotenje izražanja genov 
Za zmanjšaje stroškov proizvodnje bioloških učinkovin je pomembno pri razvoju celične 
linije izbrati klone s čim višjo produktivnostjo. Na produktivnost celične linije vplivajo 
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številni procesi, pri katerih se informacija v obliki vnešene DNA najprej prepiše v mRNA in 
nato prevede v pravilno zvit in funkcionalen protein. Visoka stopnja transkripcije iz DNA v 
mRNA je temeljni pogoj za visoko produkcijo. (66)  
Zanimalo nas je, kako se izražanje transgena na ravni mRNA spreminja tekom bioprocesa 
in kakšne so razlike med visoko in nizko producirajočimi kloni. Z ddPCR smo kvantificirali 
mRNA tako, da smo z uporabo sond TaqMan določili število kopij cDNA v vzorcu. Stopnjo 
izražanja gena za fuzijski protein smo normalizirali na stopnjo izražanja gena actb. 
Izraženost genov smo analizirali pri 15 visoko in 15 nizko producirajočih klonih, ki smo jih 
gojili v stresalnih plastenkah (slika 30). 
 
Slika 30: Izražanje mRNA tekom 8 dnevnega bioprocesa v stresalnih plastenkah. Visoko producirajoči kloni 
so označeni z rdečo barvo, medtem ko so nizko producirajoči kloni prikazani z zeleno. 
Povprečna raven izraženosti mRNA za fuzijski protein pri visoko producirajočih klonih na 
dan 8 je bila 1,7-krat višja kot pri nizko producirajočih klonih (t-test: p=0,0001). Raven 
izražanja mRNA se je tekom bioprocesa (iz dneva 4 do dneva 8) zvišala za približno 2-krat, 
tako pri visoko producirajočih, kot pri nizko producirajočih klonih. Raven izražanja mRNA 
transgena v celici tekom bioprocesa torej narašča. 
Preverili smo, če podobno kot pri stresalnih plastenkah velja tudi za 12-dnevne bioprocese 
v večjih bioreaktorjih. Izbrali smo en visoko producirajoč klon in en klon, z nekoliko nižjo 
produkcijo. Vsak klon smo gojili v treh paralelkah (tj. treh bioreaktorjih) in določili 
izraženost mRNA na dan 1, 4, 7 in 12 bioprocesa in vrednosti normalizirali na actb (slika 
31). S statistično metodo - t-testom - smo dokazali, da se stopnja izraženosti mRNA med 
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obema klonoma bistveno razlikuje in je najvišja na dan 12, ko se v visoko producirajočem 
klonu izraža približno 7-krat več mRNA transgena kot v nizko producirajočem klonu 
(p=0,0001). Stopnja izražanja mRNA se tudi tekom bioprocesa v bioreaktorju viša. Pri 
visoko producirajočem klonu smo na dan 12 zaznali 7,5-kratno zvišanje izražanja mRNA za 
transgen v primerjavi z dnevom 1, medtem ko je pri nizko producirajočem klonu zvišanje 
nekoliko nižje (3,5-kratno). Detekcija mRNA tekom bioprocesa z ddPCR tako omogoča 
dodatno karakterizacijo klona in s tem dragocene informacije za izbiro pravega klona. 
 
Slika 31: Primerjava izražanja mRNA med visoko in nizko producirajočim klonom tekom 12-dnevnega 
bioprocesa v bioreaktorjih 
4.2.5 Določanje rezidualne DNA celic CHO 
Z ddPCR smo želeli določiti tudi rezidualno DNA v končni biološki učinkovini. Literatura 
navaja glede proteolize pred ddPCR različne smernice, bodisi, da je proteoliza nujna, bodisi, 
da ni potrebna (52, 67). V poskusu smo vzorcu, v katerem smo predhodno s qPCR potrdili 
odsotnost DNA, dodali gDNA celic CHO. V delu vzorca smo pred ddPCR izvedli proteolizo, 
v drugem delu vzorca pa proteinov nismo razgradili (slika 32). Nekoliko presenetljivo je 
proteoliza povzročila lažno negativen rezultat, saj v proteoliziranem vzorcu z ddPCR nismo 
uspeli določiti pozitivnih kapljic. Glede na rezultate tega poskusa, smo se odločili, da 
rezidualno DNA določamo brez predhodne proteolize vzorcev, kot tudi brez izolacije gDNA. 
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Slika 32: Preverjanje smiselnosti proteolize pri določanju rezidualne DNA 
Za določitev rezidualne DNA smo v skladu z uporabljenim protokolom najprej pripravili 
standardno krivuljo (slika 33).  
 
Slika 33: Standardna krivulja za določanje rezidualne DNA celic CHO 
Rezidualno DNA smo določali za dve biološki učinkovini v različnih stopnjah čiščenja. 
Koncentracijo DNA smo izračunali z enačbo 8, pri čemer smo za naklon uporabili vrednost 
naklona linearne enačbe standardne krivulje na sliki 33. 
Vzorce, očiščene s filtracijo žetve in kromatografijo s proteinom A, prištevamo med manj 
očiščene, saj vsebujejo še relativno visoko koncentracijo DNA zato smo jih za analizo 100× 
redčili. Bolj očiščene vzorce, ki vsebujejo nizko koncentracijo DNA, pa smo uporabili 
neredčene in s tem ostali pod zgornjo mejo dinamičnega območja metode ddPCR.  
Vrednosti rezidualne DNA, določene z ddPCR, so primerljive z vrednostmi, določenimi s 
qPCR (sliki 34 in 35). Pri ddPCR ni potrebne predhodne obdelave vzorcev, kjer bi lahko 
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prišlo do izgube DNA ali navzkrižnih kontaminacij, zato je, kar se tega tiče, ddPCR v 
primerjavi s qPCR primernejša metoda. 
 
Slika 34: Primerjava qPCR in ddPCR metod za določanje rezidualne DNA pri prvi biološki učinkovini. Pri 
stopnjah čiščenja, kjer rezultati qPCR niso prikazani, je koncentracija rezidualne DNA v vzorcu pod 
detekcijsko mejo. 
 
Slika 35: Primerjava qPCR in ddPCR metod za določanje rezidualne DNA pri drugi biološki učinkovini. Pri 
stopnjah čiščenja, kjer rezultati niso prikazani, je koncentracija rezidualne DNA v vzorcu pod kvatifikacijsko 
mejo. 
Časovno sta metodi qPCR in ddPCR približno enako zamudni. Pri qPCR priprava vzorcev 
(izolacija) in priprava reakcijskih mešanic za PCR traja ~ 5 ur, pomnoževanje in analizo 
rezultatov pa 2 uri. Pri ddPCR, kjer izolacija ni potrebna, analitik za pripravo reakcijskih 
mešanic potrebuje 2 uri, za pomnoževanje in analizo rezultatov pa ~ 4,5 ure. 
Iz vsega navedenega lahko zaključimo, da je ddPCR ustrezna metoda za določanje 
rezidualne DNA v vzorcih.  
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V okviru vpeljave metode ddPCR v razvoj bioloških zdravil smo optimizirali pogoje za 
dosego dobre ponovljivosti in specifičnosti metode. Preverili smo specifičnost vezave 
oligonukleotidnih začetnikov in sond TaqMan na tarčno zaporedje. Oligonukleotidne 
začetnike s slabšim pomnoževanjem smo izključili. Določili smo široko dinamično območje 
ddPCR in sicer 4 – 8000 kopij/μL v primeru DNA vzorca, ter 8 – 20.000 kopij/μL v primeru 
RNA vzorca. Zelo visoko občutljivost ddPCR smo določili tako v primeru DNA vzorcev 
(LOD = 1,5 – 3 kopije/μL, LOQ = 4 kopije/μL) kot RNA vzorcev (LOD = 1,2 kopiji/μL, 
LOQ = 8 kopij/μL). Kot optimalno koncentracijo oligonukleotidnih začetnikov v reakcijski 
mešanici smo določili 150 nM, kot optimalno temperaturo prileganja pa 60 °C. Za pravilno 
določitev števila kopij genov ter integritete vstavljenih transgenov je pred analizo ddPCR v 
našem primeru potrebna tudi restrikcija gDNA. Variabilnost ddPCR pri omenjenih pogojih 
je pri določanju DNA znašala 10 – 15 %, za kvantifikacijo RNA pa okoli 20 %. V okviru 
vpeljave ddPCR v razvoj celičnih linij smo torej potrdili hipotezo, da koncentracije in 
temperature prileganja oligonukleotidnih začetnikov ter hidrolizirajočih sond TaqMan 
vplivajo na uspešnost pomnoževanja ddPCR (1.1). Prav tako smo potrdili hipotezo, da je 
ponovljivost ddPCR pri kvantifikaciji transgenov v celicah CHO ustrezna (1.2). 
V nadaljevanju smo preverili uporabnost metode ddPCR pri razvoju bioloških zdravil za 
določanje števila kopij genov, integritete vstavljenih transgenov, stabilnosti klonov, stopnje 
izraženosti genov ter rezidualne DNA v končni biološki učinkovini. Pri določanju števila 
kopij genov se je ddPCR izkazala za bolj točno v primerjavi z vpeljano metodo qPCR, 
predvsem v vzorcih z 10 in več kopijami transgena. S tem smo potrdili hipotezo, da metodo 
ddPCR lahko uporabljamo za določanje števila kopij genov (2.1). Pri preverjanju integritete 
transgena v celicah CHO je ddPCR izkazala 80 % občutljivost, 88 % specifičnost in 82 % 
točnost glede na metodo prenosa po Southernu, ki velja za zlati standard preverjanja 
integritete. Pri tem bo potrebno za zanesljivejšo oceno točnosti metode ddPCR v prihodnje 
uporabiti standarde z znano integriteto transgena. Pri dokazovanju stabilnosti klonov je 
ddPCR izkazala le 70 % točnost, 40 % občutljivost in 100 % specifičnost v primerjavi s 
prenosom po Southernu. Hipotezo, da lahko metodo ddPCR uporabljamo za preverjanje 
integritete in stabilnosti vstavljenih transgenov (2.2) smo delno potrdili, saj je ddPCR dovolj 
zanesljiva za presejevalne namene preverjanja integritete večjega števila klonov, za namen 
dokazovanja stabilnosti pa je brez dodatne optimizacije ne moremo uporabiti. 
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Pri določanju izraženosti genov smo pri klonih z visoko produktivnostjo pričakovano 
določili tudi večje število kopij mRNA in dokazali, da med bioprocesom koncentracija 
mRNA narašča. V okviru magistrske naloge smo tudi uspešno pokazali, da lahko namesto 
trenutno uporabljene qPCR uporabimo ddPCR pri določanju rezidualne DNA neposredno v 
vzorcih (brez proteolize in predhodne izolacije DNA) (hipoteza 2.3). Zaključimo lahko, da 
je bila vpeljava metode ddPCR v razvoj bioloških zdravil uspešna. Uporabljamo jo lahko v 
številne namene, vendar vseh že uveljavljenih metod z njo ne moremo popolnoma 
nadomestiti. V primeru določanja števila kopij, daje ddPCR tudi bolj zanesljive rezultate 
(hipoteza 2.4), kot qPCR. 
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7.1 Priloga 1: Primerjava rezultatov preverjanja integritete 
transgenov z ddPCR (na grafu) in prenosom po Southernu 
(na gelu) 
  
  
 
 
